








Uber die Interferenzwirkung von Wasserstoffionen und 
Neutralsalzionen auf Keimung und Wachstum des Weizens. 


Von 
Henrik Lundegardh. 
(Aus der dkologischen Station auf Hallands Viideré, Schweden.) 
(Eingegangen am 1. Mai 1924.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


In einer vorhergehenden Mitteilung habe ich tiber eine Reihe von 
Versuchen mit einem pathogenen Bodenpilz berichtet. Es zeigte sich, 
daB die Wirkung von H-Ionen auf Wachstum und Atmung des Pilzes 
durch die gleichzeitige Anwesenheit gewisser Neutralsalzionen, nament- 
lich Ca” und NH4, modifiziert wurde. Die Giftwirkung der H-lonen 
wurde durch diese lonen teilweise aufgehoben. Dagegen schien das 
Al-Ion die Giftwirkung zu verstirken. Ahnliche Versuche wurden auch 
mit héheren Pflanzen angestellt und ich werde jetzt tiber das Verhalten 
des Weizens berichten. 

Die Versuche wurden im Sommer ausgefiihrt. Als Material dienten 
Sorten von Svaléf, Pansar-Weizen und Thule II. Diese Sorten, sowie 
ein spiter untersuchter béhmischer Weizen, zeigten den gepriiften 
Ionen gegeniiber ein sehr tibereinstimmendes Verhalten. Die Versuche 
wurden in Glasschalen von 12cm Durchmesser und 6 bis 8cm Héhe 
ausgefiihrt. In die Schalen wurde je 50g lufttrockene, fein gesiebte 
Ackererde gebracht und als gleichmaBige Schicht auf den Boden aus- 
gebreitet. Die verschiedenen py-Werte des Bodens wurden durch 
Hinzufiigen von wechselnden Mengen HCl-Lésung hergestellt. Dies 
ist natiirlich keine ideale Methode, weil neben der Wasserstoffionen- 
konzentration sich auch der Salzgehalt in schwer kontrollierbarer Weise 
andert, aber auch in natiirlichen Béden, die ein verschiedenes py auf- 
weisen, steht die Léslichkeit anderer Ionen in gewisser Abhingigkeit 
von der Wasserstoffionenkonzentration. Friihere Untersuchungen, 
die ich tiber die Wirkung der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
Keimung anstellte, haben gezeigt, daB eine py-Reihe aus verschiedenen 
natiirlichen Béden in der Hauptsache ahnlich wie eine aus nur einer 
Bodenart kiinstlich hergestellte py-Reihe wirkt, vorausgesetzt, daB 
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der Salzgehalt der Béden gering ist. Zu meinen Versuchen wurde ein 
ziemlich magerer, humusreicher sandiger Lehmboden von Siidwest- 
schweden benutzt. 

Beim Herstellen der py-Reihe wurde darauf geachtet, daB dem 
Boden immer die gleiche Menge Wasser zugesetzt wurde. Die betreffende 
HCl-Menge wurde also in einer gegebenen Wassermenge hinzugefiigt. 
Hierauf wurde die Erde sorgfiltig gemischt und die Schalen wurden 
wihrend mehrerer Stunden sich selbst tiberlassen, ehe die Saat statt- 
fand. Nach dem Auslegen der Samen wurden die Schalen mit einer 
Glasscheibe zugedeckt und wiahrend der ersten 48 Stunden im dunklen 
Thermostat bei 24°C gehalten. Nach erfolgter Keimung wurden dann 
die Schalen in ein hell beleuchtetes Fenster oder in das Gewiichshaus 
placiert. Nach 10 bis 14 Tagen wurden die Pflanzen dicht an der Erd- 
oberfliche abgeschnitten und gewogen. Neben dem Frischgewicht 
wurden auch das Trockengewicht und die Keimungsprozente bestimmt. 

Die Versuche umfassen teils die Wirkung der verschiedenen Wasser- 
stoffionenkonzentration allein, teils die Wirkung derselben p,-Intervalle 
bei Anwesenheit von einzelnen Salzen. Die Reihen wurden hiaufig 
wiederholt, um sichere Durchschnittswerte zu erhalten. Die Reihen 
wurden immer parallel angesetzt, haufig mit doppelten Kontrollen. 


Ergebnisse. 

1. Die Interferenzwirkung von Ca-Ionen und H-Ionen wurde in 
zehn Wiederholungen mit jedesmal 200 Pflanzen untersucht. Das 
Calcium wurde als Chlorid zugesetzt, und zwar in zwei Konzentrationen, 
0,5cem und 5,0 ccm n/10 Lésung auf 50g trockenen Boden. Diesem 
wurden am Anfang des Versuches 25 bis 35 cem Wasser zugesetzt. Die 
Ergebnisse dieser Versuche sind in Tabelle I sowie graphisch in Abb. 1 


dargestellt. 
Tabelle I. 





Py O8 65 61 58 hee 55 | 5.2 | 44/43 30 
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eee ee eee 100) 89 | 6s 60 | 34 | 44 | re | 18 53 | 12 
Mit 0,5cem n/10 CaCl, . | 89) — — | 67 i —|— 
Mit 5,0cem n/10 CaCl, . . ||100/ 76 "05 | | 6 | 44 | 40|/— | 59| 3 


Anmerkung: Das Erntegewicht ist als , Friechquwichs angegeben und 
die Werte sind auf ein Gewicht der Kontrolle bei py 6,8 von 100 umge- 
rechnet — dieses, um den Vergleich zu erleichtern. 


Da der benutzte Boden ein py von 6,8 hatte, wurden kleinere Werte 
der Wasserstoffionenkonzentration nicht untersucht. Die Kurven zeigen 
die friher von mir und von anderen Forschern beobachtete zweigipflige 
Form. Man bekommt also ein deutliches intermediires Minimum 
bei py 5,2 bis 4,4. Abgesehen von der nochmaligen Hebung der Kurve 
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in dem mittelsauren Gebiet ist namentlich das schnelle Abfallen von 
Pu 6,8 bis 5,2 hervorzuheben. Das Wachstum der Kontrollen bei py 5,2 
ist nur ?/; des Wachstums bei py 6,8. Die Pflanzen sind mit anderen 
Worten sehr empfindlich gegen 
ganz kleine Schwankungen in 
dem schwach sauren Gebiet. \ 





Bei gleichzeitiger Anwesen- ae 
heit von Ca-Ionen fallt nun aber Sy 
die Kurve weniger steil ab. Von 
Pu 6,1 ab entfalten die Calcium- 
ionen eine mehr oder weniger 
starke Begiinstigung des Wachs- 
tums im Vergleich zu den ohne 
Calcium aufgezogenen Kontroll- 4 4-33-35 are ie 
pflanzen. In der Nihe des Abb. 1. 
Neutralpunktes, bei Pu 6,8 bis py-Kurven des Wachstums von Weizenkeimlingen. 
6,5, ist dagegen die Calcium- 

wirkung sehr unsicher, hier scheint sogar eine kleine Hemmung statt- 
zufinden, ganz in Ubereinstimmung mit dem Verhalten des Pilzes 
Gibberella (Lundegardh 1924). 

Ein bestimmtes Urteil tiber die Wirkung verschiedener Konzen- 
trationen des Calciumchlorids gestatten die Versuche noch nicht. Im 
groBen ganzen scheint die schwachere Konzentration starker zu wirken 
als die starkere. Die Tatsache, daB eine so relativ kleine Calciummenge 
wie 0,5 cem n/10 Lésung zu 50 g Erde deutlich die Wirkung der H-Ionen 
abstumpft, ist von sehr groBem Interesse im Hinblick auf die Pflanzen- 
kultur und die geographische Verbreitung der Pflanzen. Die erwihnte 
Menge entspricht etwa einer Diingergabe von 300 kg pro Hektar Boden- 
flache, ist also von derselben GréBenordnung wie die gebriiuchlichen 
Diingergaben in der Praxis. Bei Kalkdiingung gibt man meistens 
Mengen, die zehnmal gréBer sind, also nach 3000 kg pro Hektar, was 
unserer stiirkeren Zugabe 5,0 ccm entspricht. Es ist deshalb wahr- 
scheinlich, daB die Erfolge einer Kalkdiingung, die man bisher aus- 
schlieBlich auf die Neutralisation schidlicher Sauren zuriickfihrte, 
zum Teil auf Ionenantagonismus beruhen. 
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2. Von anderen Salzen wurden Kaliumchlorid und NaH, PO, 
geprift. Die betreffenden Versuche sind in Tabelle If und in Abb. 2 
wiedergegeben. 

Die Phosphatlésung wirkt dem Calciumchlorid insofern ahnlich, 
als das Maximum der Wirkung in dem deutlich sauren Gebiet liegt. 
Die wachstumshemmende Wirkung der H-lonen wird bei py 5,65 und 
4,3 fast ganz ausgeglichen. In der sehr sauren Erde (py 3,0) wird 
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Tabelle 11. 
Pu 65 565 | 43 3,0 
. So ee 89 34 53 12 
Kontrolle} keimprozent ... . 91 58 65 44 
Mit 5,0cem n/10 KCl-Lésung 
Ee a 0 0th ead 44 | 6105 | 88 : 
SOE ons a So eee 85 66 2 37 
Mit 5,0cem n/10 Na H, PO,-Lésung 
_ Oy PERS ee Sorex 86 79 81 4 
I aii ek Re ee 87 67 63 29 
Mit 5,0cem n/10 CaCl,-Lésung 
A ee er 76 SCO 62 59 3 
ES ae eee 69 64 53 18 


aber anscheinend die Giftwirkung der Ionen verstirkt, und dies scheint 
auch bei den tibrigen Salzen der Fall zu sein. 
Das Chlorkalium iibt in der schwach 








“rN sauren Erde (py 6,5) eine sehr stark be- 
ob giinstigende Wirkung auf das Wachstum 

aus. Dann fallt die Kurve ziemlich 
om | stark ab und es bleibt also fraglich, ob 
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das Chlorkalium die Giftwirkung der 
H-Ionen auf Grund von echtem Ionen- 
antagonismus neutralisiert. Man kann 




















so a £37) die Kurve auch so deuten, daB das 
salt Kalium an sich das Wachstum anregt 
wor und daB es nur als allgemeiner Wachs- 
tumsfaktor die gegenteilige Wirkung 
20} der H-Ionen iibertént (bei Gibberella 
hatte das Phosphat eine Ahnliche 

nH 6s ij a jo Wirkung). 


Die in Tabelle Il aufgenommenen 
Versuche umfassen nur vier py-Punkte 
und der genaue Verlauf der Kurve laBt sich deshalb nicht angeben. 
Als unzweifelhaftes Ergebnis geht jedoch aus ihr hervor, da® das 
Natriumphosphat in dem Gebiet py 5,6 bis 4,3 eine starke Entgiftung 
auf die durch die H-Ionen hervorgerufenen schadlichen Vorgiange ausiibt. 

3. Wir haben oben das Totalgewicht der Keimsprosse bestimmt. 
Dieses hingt nun von zwei physiologischen Vorgiangen ab, teils dem 
Prozentsatz der vollstandig gekeimten und entwicklungsfahigen Korner, 
teils der Wachstumsgeschwindigkeit des Sprosses. 

Den Einflu8 der Wasserstoffionenkonzentration auf die Keimung 
des Weizens habe ich friiher studiert (1923). Man bekommt auch hier 


Abb. 2. pyy-Kurven des Wachstums. 
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eine zweigipflige Kurve, wenn man die Zahl der vollstindig gekeimten 
Kérner bestimmt. Als vollstiindig gekeimt bezeichnen wir ein Samen- 
korn, das sowohl KeimsproB (Koleoptil) wie gesunde Wurzeln besitzt. 
Unvollstandig gekeimt sind Kérner, die 

















nur den KeimsproB8 und keine Wurzeln a 
oder, seltener, nur Wurzeln entwickeln. Die a 
unvollstandig gekeimten Kérner gehen bss 
meistens zugrunde, Als dritte Kategorie s os 
haben wir die ganz tauben, d. h. iiberhaupt &,, 
toten Samen. Wenn man nun die Keim- *,, 
prozentkurve der vollstandig und der un- 
volistindig gekeimten Samen bei ver- 


s “ ' : po 1769 «68 87 58 4047 
schiedener Wasserstoffionenkonzentration : ss 
Abb. 3. pyy-Kurve der Keimung von 


bestimmt (siehe Abb. 3), so findet man, Weisen in Wasser 
daB sie einen entgegengesetzten Verlauf 
haben. Die Summationskurve besitzt zwei Gipfel. Aus diesen Ver- 
suchen geht hervor, daB die Wasserstoffionen in verhiltnismaéBig ge- 
ringem Grade die Lebensfahigkeit der Samen beeinflussen, ihre Wirkung 
zeigt sich vornehmlich als eine Hemmung von bestimmten Entwicklungs- 
vorgingen wahrend der Keimung, hauptsiichlich des Wurzelwachstums. 
Die Versuche fanden in groBen Glasschalen statt, die mit 200 ccm 
destilliertem Wasser gefiillt waren. Durch Hinzufiigen entsprechender 
Mengen HCl-Lésung wurden die verschiedenen py-Werte dargestellt. 
Weil die Samen eine starke Pufferwirkung ausiiben, muBte man die 
Lésung haufig erneuern. Die Samen wurden auf einen Schwimmer 
ausgelegt, dargestellt aus einem Ring aus Paraffin, iiber den Organtin 
gespannt war. Sie standen also mit einer groBen Flissigkeitsmenge in 
Bertthrung, ohne daB die Sauerstoffzufuhr eingebiBt wurde. Die 
Keimung fand im Thermostat bei 22° statt. 

Parallel mit dem in Abb.3 dargestellten Versuch wurde eine 
Pu-Reihe angesetzt, wo die Flissigkeit n/2000 CaCl, enthielt. Das 
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Ergebnis ist in Abb. 4 dargestellt. Die Keimung ist, wie man sieht, 
zuriickgesetzt, und zwar ist die Zahl der volistandig gekeimten Samen 
viel geringer als in der Kontrolle (vgl. Abb. 3). Auch in den Versuchen 
mit Erde, die wir oben geschildert haben, wurde das Keimprozent durch 
Calciumchlorid sowie durch Kaliumchlorid und Natriumphosphat in 
der Verdiinnung 5,0 ccm n/10 Lésung auf 50g Erde beeinfluBt (Ta- 
belle II), und zwar teils in hemmender, teils in schwach begiinstigender 
Richtung. Man vergleiche das Diagramm in Abb. 5, wo die Zahl der 
entwickelten Kérner dargestellt ist, mit demjenigen in Abb. 2. Dieser 
EinfluB der Salze auf die Keimung erstreckt sich natiirlich auch auf 
den Gesamtertrag. Namentlich das geringe Erntegewicht in der stark 
sauren Erde (pq 3,0) scheint auf stark herabgedriicktem Keim- 
prozent zu beruhen. In dem mittleren Gebiet, pq 5,65 und 4,3, iiber- 
wiegt dagegen der giinstige EinfluB der Salze auf das Wachstum, und 
auch die Keimung scheint hier weniger beeinfluBt zu werden. 


Diskussion. 


Die Beeinflussung der H-Ionenwirkung durch Neutralsalze ist 
héchstwahrscheinlich ein Phinomen von allgemeiner Bedeutung. In 
der vorhergehenden Mitteilung (1924) wurde eine ganz ahnliche Inter- 
ferenz fiir einen Pilz, Gibberella, beobachtet und ich habe an diesem Ort 
auch einige gelegentliche Beobachtungen friiherer Forscher erwahnt, 
die in derselben Richtung gehen. Es handelt sich hier um einen Fall 
von Ionenantagonismus, der sich den schon lingst bekannten Tat- 
sachen iiber antagonistische Wirkung der Kationen und Anionen der 
Neutralsalze anreiht. 

Bei Gibberella, die in einer salzfreien Peptonlésung geziichtet wurde, 
kann man mit Bestimmtheit sagen, daB die H-Ionen von anderen Ionen, 
namentlich Ca” und NH,, teilweise entgiftet werden. Es handelt sich 
hier wahrscheinlich um eine partielle Verdrangung der an der Zell- 
oberfliche adsorbierten H-Ionen. Diese dringen, wie V. Brenner (1917) 
gezeigt hat, nicht in das lebende Protoplasma hinein. Ihre Wirkung 
erstreckt sich lediglich auf die Zellhaut und die plasmatische Grenz- 
schicht. Die groBe Bedeutung des Calciums fiir die Erhaltung eines 
normalen Zustandes des Protoplasmas und der Zellhaut ist unter 
anderem von Hansteen-Cranner nachgewiesen worden, und dieses 
Element iibt bekanntlich eine antagonistische Wirkung auf verschiedene 
andere Ionen aus. Da8 auch Ammoniumchlorid, Kaliumchlorid und 
Natriumphosphat gegen die H-Ionen wirken, ist sehr wichtig fir die 
Pflanze, denn diese Stoffe sind immer im Boden vorhanden und bilden 
einen Teil der unerlaBlichen Niahrstoffe. 

Im Boden sind die Versuchsbedingungen allerdings nicht so einfach 
wie in wisserigen Lésungen. Namentlich das bei gréBerer H-Ionen- 











Interferenzwirkung von Wasserstoffionen usw. 213 


konzentration immer vorhandene Al-Ion soll nach einigen Forschern 
fir einen Teil der Giftwirkung saurer Béden verantwortlich sein (J.J. 
Mirasol 1919, W.H. Mac Intire 1921, W.R.G. Atkins 1921, A. W. 
Blair und A.L. Prince 1923, P.S. Burgess 1923, S.D.Conner und 
O. H. Sears 1923). Wenn wir also bei unseren Bodenversuchen einen 
giinstigen EinfluB gewisser Salze beobachteten, so bleibt zunichst 
unentschieden, ob den Salzen die H-Ionen oder Al-Ionen entgegenwirken. 
Die Gibberellaversuche haben gezeigt, daB die ersteren in Peptonlésung 
stark in ihrer Wirkung von den Salzen beeinfluBt werden, und man 
kann die Vermutung aussprechen, daB dieses auch im Boden der Fall 
ist. Einige Angaben in der Literatur deuten andererseits darauf hin, 
daB Al-Ionen durch reichliche Zugabe von sauren Phosphaten teilweise 
entgiftet werden. So sagen Conner und Sears, daB ,,the toxicity is 
reduced, when much phosphate is used in the nutrient“. Blair und 
Prince haben gefunden, daB die Al-Wirkung von reichlicher Phosphat- 
oder Kalkdiingung kompensiert wird. Der Kalk diirfte in diesem Falle 
mehr indirekt wirken, indem er das py erhéht und hierdurch die Léslich- 
keit des Aluminiums herabsetzt. 

Die Mobilisierung der Al-Ionen bei steigender H-lonenkonzentration 
ist nach dem Gesagten wahrscheinlich eine beitragende Ursache zu dem 
sehr steilen Abfallen der py-Kurve auf der sauren Seite. Dieser Teil der 
Kurve ist wohl sicher eine Summationskurve aus H-lonenwirkung und 
Al-Ionenwirkung. Das Sekundirmaximum auf der sauren Seite hat 
dagegen nichts mit den Al-Ionen zu tun, weil es auch in wasserigen 
Lésungen beobachtet wird, wo Al nicht zugegen ist (siehe oben Abb. 3 
und meine friheren Befunde tiber Gibberella). Hier spielt also noch ein 
dritter Elementarvorgang mit hinein. Uberhaupt ist die py-Kurve des 
Wachstums als die Resultierende aus mehreren einzelnen Faktoren zu 
betrachten, die in dieser oder jener Weise von der Wasserstoffionen- 
konzentration beherrscht werden. Darauf deutet auch der Umstand 
hin, daB die Kurve auch in den mehr gleichmaBig abfallenden Teilen 
UnregelmaBigkeiten aufweist. Ein Beispiel auf das Entstehen von einer 
UnregelmaBigkeit der py-Kurve durch die Summation von zwei Ele- 
mentarkurven haben wir oben fiir die Keimung gegeben. Wenn auch 
nur ein kleiner Teil der unvollstandig gekeimten Samen (vgl. Abb. 3) 
sich spater erholt und weiter entwickelt, so wird eine gewisse Unregel- 
maBigkeit der Erntekurve entstehen. 

Auf Grund der Interferenz zwischen den H-Ionen und gewissen 
Salzionen andert sich die Form der py-Kurven des Wachstums je nach 
dem Salzinhalt des Mediums, in dem die Pflanzen wachsen. Diese Tat- 
sache ist natiirlich von einer groBen Bedeutung fiir die geographische 
Verbreitung der Pflanzen, die bekanntlich stark von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration des Mediums abhangt, sowie fiir die landwirtschaft- 
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liche Pflanzenkultur. Bisher hat man auf vielen Seiten angenommen, 
daB die H-Ionen ein dominierender Faktor fiir die Pflanzenverteilung 
sind. Jetzt sehen wir aber, daB die Wirkung der H-Ionen durch den 
jeweiligen Salzgehalt des Bodens mit bestimmt wird. Man kann also 
nicht erwarten, daB Biden mit demselben py auch durchgehends die- 
selbe Vegetation aufweisen werden. Belege hierfiir finden sich auch 
schon in der Literatur. Ich beschriinke mich hier auf die Erwaihnung 
der Arbeiten von H. R. Christensen (1918, 1924). Christensen hat bei der 
Untersuchung einer Reihe von dinischen Ackerbéden gefunden, daB 
die Wirkung von Kalkdiingung von dem Inhalt des Bodens an anderen 
léslichen Nahrstoffen abhingt. Ein nahrstoffreicher Boden gibt, auch 
wenn er deutlich sauer ist, einen viel geringeren Ausschlag auf Kalk als 
ein nihrstoffarmer Boden, und vor allem scheint der Phosphatgehalt des 
Bodens wichtig zu sein. Wir begegnen also hier wieder der Interferenz 
zwischen H-Ionen und Phosphationen, die oben nachgewiesen wurde. 

Das Gedeihen der Pflanzen hingt also nicht nur von der aktuellen 
H-Ionenkonzentration ab, sondern auch von einer Reihe anderer Fak- 
toren, die in ihrer Wirkung mit der ersteren interferieren. Die bisher 
allzu einseitige Betrachtung des H-Ionenfaktors hat die Bedeutung der 
anderen Faktoren in den Schatten geschoben, es leuchtet aber ein, daB 
man auf diesem Wege leicht zu falschen Vorstellungen kommt. Nament- 
lich fiir die Landwirtschaft ist die Beachtung unserer Ergebnisse wichtig, 
weil sich aus ihnen die Méglichkeit ergibt, die schidliche Wirkung 
gréBerer H-lonenkonzentration im Boden nicht nur durch Neutrali- 
sierung mit groBen Mengen Kalk, sondern auch durch angemessene 
Diingung mit Phosphaten und Chlorkalium, bzw. durch schwache Kalk- 
diingung zu bekaimpfen. 

Ein weiteres Verfolgen der hier entwickelten Vorstellungen wird 
auch AufschluB bringen iiber die mannigfachen Beziehungen der H-Ionen 
zu der Entwicklung der Pflanze und zu den anderen Bodenfaktoren. 
Das hiufige Auftreten freier Al-Ionen in sauren Béden und die hier- 
durch verursachten physiclogischen Wirkungen wurden schon erwahnt. 
Einen &hnlichen EinfluB auf die Léslichkeit scheinen die H-Ionen auf 
das Ferriphosphat auszuiiben. Wenn den Pflanzen Fe nur aus dieser 
Verbindung zur Verfiigung steht, muB nach van Aistine (1920) das 
Pu mindestens 5,0 betragen (Material Sojabohnen). Die Wasserstoff- 
ionenkonzentration beeinfluBt auch die Dispersitaét der Humusstoffe und 
des kolloidalen Tones. Als einen interessanten Parallelismus zu unseren 
Befunden sei die von R. Bradfield (1923) aufgefundene Tatsache er- 
wihnt, daB die dispersitatsindernde Wirkung der H-Ionen auf einen 
kolloidalen Ton durch gleichzeitig anwesende Salze (KCl, K,H PO,) 
mit beeinfluBt wird. Das Phosphat iibt auch eine Schutzwirkung aus 
bei der Ausfillung des Tones durch andere Elektrolyte. 
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Das fettspaltende Ferment der Takadiastase. 
Von 
Iwao Ogawa. 
(Aus dem biochemischen Institut der Aichi-medizinischen Universitat 
zu Nagoya, Japan.) 
(Eingegangen am 1. Marz 1924.) 
Mit 8 Abbildungen im Text. 


1. Versuchsanordnung mit Phosphatpuffern. 

Die sogenannte Takadiastase, welche sich in dem aus Sakebereitung 
verwendeten Pilz Aspergillus oryzae findet, ist ein Gemisch von ver- 
schiedenen Fermenten, welche in letzter Zeit wiederholt groBes Inter- 
esse erregt haben. Ich wurde von dem Direktor unseres Instituts 
darauf aufmerksam gemacht, daB die Takadiastase auch ein fett- 
spaltendes Ferment enthalt und zur naiheren Untersuchung desselben 
veranlaBt'). Die Untersuchungen erstreckten sich zunichst auf das 
Py-Optimum, welches bei den verschiedenen fettspaltenden Fermenten, 
die bisher untersucht worden sind, betrichtliche Abweichungen zeigt. 
Die Tabelle I zeigt das py-Optimum der bisher untersuchten Lipasen. 





Tabelle I. 

Nr. Enzym | PyOptimum Autor Bemerkungen 
1 | Pankreaslipase. ... . 8 Davidsohn*) _ Rind, Pankreas 
2  Magenlipase...... a4 ‘i 3) | Siiugling 
3 "eS ae 5,7 ‘ *) menschl. Magensaft 
4) Serumlipase...... 8 " e - Serum 
5 pb iace tank U 7,0—8,6 | Rona*) 
6 ie oe er ee 8 Ronau. Bien”) 
7 Darmlipase ...... 8,5 Davidsohn*®) | Siugling 
8 | Frauenmilchlipase .. . etwa 8 eo 9) 
9 Bakterienlipase ... . | etwa7,2—9| Michaelis u. 

Nakahara") 
10 Ricinuslipase ..... |) 3,7—29 Jalander™) || berechnet v. Strensen 


1) Herr Dr. Kumagawa iiberlie8 dem Laboratorium von Prof. Michaelis 
in Berlin eine Probe dieses Ferments, welches von Frl. Dr. G. Oppenheimer 
naher untersucht wurde. Diese Untersuchungen sind aus &uBeren Griinden 
nicht véllig abgeschlossen worden; sie zeigten unter anderem das Vor- 
handensein von fettspaltendem Ferment. 

2) Diese Zeitschr. 45, 284, 1912. — *) Ebendaselbst 49, 249, 1913. — 
4) Ebendaselbst 45, 284, 1912. — 5) Ebendaselbst 49, 249, 1913. — *) Eben- 
daselbst 38, 413, 1911. — 7) Ebendaselbst 59, 100, 1914. — *) Ebendaselbst 
49, 249, 1913. — *) Ebendaselbst 49, 249, 1913. — 1%) Zeitschr. f. Immun.- 
Forsch. 86, 449, 1923. — ™) Diese Zeitschr. 86, 435, 1911. 
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Das py-Optimum der Takadiastase wurde von mir nach der von 
Rona und Michaelis!) beschriebenen stalagmometrischen Methode be- 
stimmt und als Substrat wisserige Tributyrinlésung benutzt. Als Puffer 
wurden zunichst Phosphate benutzt, und zwar teils in Form der m/3 
Stammlésungen von primirem und sekundirem Phosphat, teils Ge- 
mische von sekundirem Phosphat mit Natronlauge. Was die Uber- 
lagerung der fermentativen Spaltung tber eine reine Hydroxylionen- 
verseifung betrifft, so wurde durch geeignete Versuche festgestellt, 
daB unter meinen Versuchsbedingungen bis zu einer Alkalitét von 
Pu = 8,46 eine Verseifung durch Hydroxylionen nicht zu bemerken 
war, wahrend bei py = 9 die Verseifung schon so schnell verlauft, 
daB man sie von einer etwa gleichzeitig stattfindenden Fermentwirkung 
nicht mehr gut unterscheiden kann. 

Die py-Bestimmung wurde in den fir den stalag- 
mometrischen Versuch vorbereiteten Gemischen mit 
der Methode mit einfarbigen Indikatoren und Kompa- 
rator nach Michaelis ausgefiihrt?). In einer gewissen 
Versuchsreihe, in der es auf groBe Genauigkeit an- 
kam, wurden die py-Messungen elektrometrisch aus- 
gefihrt. Haufig wurde die pq-Messung nach AbschluB 
des Versuchs wiederholt, und die Ubereinstimmung 
des Anfangs- und Endwertes war in der Regel be- 
friedigend. Nur bei den starkst alkalischen Reaktionen 
war in der Regel eine kleine Abnahme des pg im 
Laufe der Zeit zu beobachten, wie es bei alkalischen 
Flissigkeiten, die mit der kohlens&iurehaltigen Luft Abb. 1. 
in Berihrung stehen, wohl erklirlich ist. Cosmas t Glargiad : 

Alle Versuche wurden in einem Wasserbade von Gisrohre: Trop . 
25°C ausgefiihrt. Die Anordnung war die in der pipette; f Gummirdbre 
Abb. 1 wiedergegebene. Ein breites GlasgefiB b ist — 
mit einem doppelt durchbohrten Gummistopfen ¢ verschlossen; durch 
die eine Bohrung fihrt die Glasréhre d, durch welche die Lésungen a 
vermittelst einer Pipette eingefiihrt werden kénnen, in der anderen 








1) Diese Zeitschr. 81, 345, 1911. 

2) In den meisten Fillen wurden fertig bezogene fabrikmaBig hergestellte 
Indikatordauerreihen in zugeschmolzenen Réhren als Vergleichslosungen 
benutzt. Obwohl diese Réhren Alter als ein Jahr waren und eine Tropenreise 
iiberstanden hatten, stimmten die Resultate mit denen der Gasketten- 
methode innerhalb der iiberhaupt zu erwartenden Fehlergrenzen iiberein. 
Dies sei besonders hervorgehoben, weil neuerdings Dietrich und Kolthofj 
angegeben haben, daB diese Vergleichslésungen schnell] verderben. Es kann 
sich zwar bei so langer Aufbewahrung ein Niederschlag in ihnen bilden, 
dieser ist abe: stets farblos und besteht wohl aus Silicaten. Wenn man ihn 
absetzen la6t, stért er nicht. 
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Offnung steckt eine Tropfpipette e der Form nach Rona und Michaelis). 
Sie wird vermittelst des mit Quetschhahn g verschlieBbaren Gummi- 
rohres h angesaugt. Das ganze GefiB steht in einem Wasserbade. 

Die Zusammensetzung der Reaktionsgemische war, wo nicht 
anderes angegeben, folgende: 

10 cem gesittigte wisserige Tributyrinlésung wurde in das Reaktions- 
gefaB eingefiillt und im Wasserbade vorgewairmt. Dann wurde | cem eines 
Phosphatgemisches eingefillt, welches in wechselnden Mengenverhaltnissen 
aus den m/3 Stammlésungen hergestellt worden war, und zum Schlu8 
leem einer 10proz. Fermentlésung. Darauf wurde sofort der stalagmo- 
metrische Versuch begonnen: Die Tropfpipette wird unter die Fliissigkeit 
versenkt, durch Ansaugen gefiillt, unter luftdichter Fiihrung etwas iiber 
die Flissigkeit erhoben, und es werden die Tropfen gezéhit. Bei den alkali- 
scheren Versuchen etwa von Py = 8,5 an wurden stets Kontrollversuche 
mit aufgekochter Fermentlésung gemacht, um die reine Hydroxylionen- 
wirkung erkennen zu kénnen. Diese Versuche sind in den Kurven mit C 
bezeichnet, wahrend die Hauptversuche mit F bezeichnet werden. 

Die einzelnen Versuche ergaben folgendes: 





Tabelle II. 
y Pu Tropfenzahl nach Minuten Pu 
er ; 
Regulatorgemisch || zu l l —_ 
such \lBeginn| 0 | 10 | 20 | 30 l “#0 | 0 | 6 | 70 |SchiuB 


1(F) Prim. Phosphat 6,0 140 139 | 138) 137 135 135/134 133) 6,0 


s Prim. Phosphat 5,0 - ol | 
2(F) Sek. Phosphat 5,0 7,1 140 134 129 | 124) 121 117 | 114 113 | 7,1 


ep, Prim. Phosphat 0,6 ve H 

3(F)) Sok. Phosphat 9,5 76 140/132) 125| 119/115 112/109 / 108) 7,6 

4(F) ‘Sek. Phosphat 7,8 140 131 123/118 113 109 106 105 7,8 
| 


«~~, Sek. Phosphat 10,0 
5(F)| NaOH... 0.5 8,46 140 130 122,116 111 107/105 104 8,34 


. Sek. Phosphat 10,0 n 
6 (F) NaOH .. 1.0 9,31 140 129 118) 112 107 103 101 100 8,98 


Sek. Phosphat 10,0 " he 
6(C) NaOH... 1,0), — 140 | 138 137 | 136 136 136 135 135 


1%) Sok, Phosphat 19,0 10,73 138 126 115| 108 192/100) 98, 97 10,1 


g(F) Sek. Phosphat 5,0 | oe ere 
8{0)| NaOH. 5:0|/!27 134/101 99/ 98 97/ 97/ 97) 97 110 


(F): Versuche mit Ferment. (C): Versuche mit gekochtem Ferment 
zur Kontrolle. 

Die Versuche sind in Abb. 2 zusammengestellt. Man erkennt 
jedenfalls, daB die Geschwindigkeit der Zersetzung mit zunehmendem 
Pu stindig steigt; bei zunehmender Alkalitat entsteht die Schwierig- 
keit, daB die Alkaliverseifung bemerkbar wird. So sieht man z. B., 
daB die OH'-Wirkung bei py = 9,31 ungefihr gleich ist der Ferment- 
wirkung bei py = 6,0. Man kénnte die Fermentwirkungskurven bei 
gréBeren Alkalitaiten korrigieren, indem man Punkt fiir Punkt die 


1) Diese Zeitschr. 81, 345, 1911. 
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reine Alkaliwirkung abzieht. Dieses Verfahren ist natiirlich theoretisch 
durchaus nicht einwandsfrei; solange es sich aber um kleine Korrekturen 
handelt, mag das Verfahren geniigen, um einen Anhaltspunkt zu geben. 
Auf diese Weise wirde z. B. aus der Kurve F fiir py = 9,31 die mit 
»Pu 9,31 korrigiert’* bezeichnete Kurve entstehen, und man gewinnt 
etwa den Eindruck, daB die Fermentwirkung von py = 8,46 bis py = 9,31 
sich in Wahrheit nicht mehr steigert, d. h. daB etwa in demselben 


0 


=~ 
y 
Ss 


J 


Tropferzah! 








o 10” 20" Vos @ 50" 60" 70° 


Abb. 2. F: Versuche mit Ferment. C: Versuche mit gekochtem Ferment zur Kontrolle. 


Pu-Gebiet, wo die Wirkung der OH-Ionen merklich zu werden beginnt, 
das Optimum der Fermentwirkung erreicht ist. Andererseits betrachte 
man die Kurve fiir py = 10,7. Bei diesem py fallt die Kurve F (Ver- 
suche mit Ferment) und C (Versuche mit gekochtem Ferment zur 
Kontrolle) zusammen, d. h. soweit es méglich ist, etwas auszusagen, 
kann man nicht bemerken, daB bei diesem py das Ferment iiberhaupt 
noch eine Wirkung zeigt. Wir dirfen also annehmen, daB jedenfalls 
hier das Optimum der Fermentwirkung weit iiberschritten ist. 


2. Vergleichende Versuche mit verschiedenartigen Puffern. 

Wenn man die Wirkung der Phosphatpuffer ausschlieBlich auf 
ihr py bezieht, so macht man die stillschweigende Voraussetzung, dab 
wenigstens in den angewendeten Konzentrationen die Alkali- und die 
Phosphationen belanglos sind. Eine soleche Annahme wird bestitigt, 
wenn Puffer verschiedener chemischer Zusammensetzung die gleiche 
Wirkung haben, wenn sie gleiches py haben. Aus diesem Grunde 
wurden die Versuche durch andere Puffergemische ergiinzt; es sei 
vorweg erwahnt, daB Willsidtter') bei seinen Versuchen tiber Lipasen 
gezeigt hat, daB Versuche mit Puffern aus NH, + NH,Cl denen mit 
Phosphatpuffer véllig gleichwertig waren. Ich erstreckte meine Ver- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. 
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suche auf Glykokoll und Boratpuffer. Die Tabelle III und Abb. 3 
zeigt die Versuche mit Glykokollpuffern. 





Tabelle 111. 
ek . Tropfenzshi nech Minuten 
such Si ictal "ali ilwlalnalelnie | 70 
1(F)| Glykokoll . . . . - 97) a6 | ras] 136 127/119 115/111 109 107 
2(F) Noor °° gre. 80 142/134 126| 118 | 114! 110 108 | 106 
3(F) Reon «2 1 Y'p) 8AT 142/132 124/117 | 113 109 | 107 | 105 
4(F) NOH || * * 7 8'p, 943. 140/128 120/115 110 107 104 | 103 
imsiaoe 20 — M2 140: 138 137/137 137/137 | 137 
B(F) YOO «+: : : BQ 10,17 137/125 118 112/108 | 104 101100 
5(C) SOO 2 BQ) — | 142/138 136) 135 | 134 | 133| 133 132 
oe) Neo ¢ 7° 7:0 10,78 133 118| 106 100) 98 97| 97| 97 
10) Seow 11. 1 320/10,8 |126/ 100] 98] 97| 97 97) 97 97 


(F): Versuche mit Ferment. (C): Versuche mit gekochtem Ferment 
zur Kontrolle. 


Tropfenzah/ 











“0 50° 60° 70" 


Abb. 3. F: Versuche mit Ferment. C: Versuche mit gekochtem Ferment zur Kontrolle. 


Sie umspannen das py-Gebiet von 7,8 bis 11,7. Die erstgenannte 
Grenze ist eigentlich ein py-Gebiet, in welchem Glykokoll nicht mehr 
als Puffer wirkt. Das py des hier angewendeten Glykokollpuffers ist 
offenbar durch die in dem Fermentpriparat enthaltenen Elektrolyte 
so verschoben worden, daB der eigentliche Puffer nicht mehr vom 
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Glykokoll, sondern von jenen anderen Elektrolyten gebildet wird. 
Trotzdem sind die Versuche fiir unsere Frage benutzbar, da ja das 
Glykokoll wenigstens in einer seiner Existenzformen, nimlich als un- 
elektrisches Molekiil, zugegen ist und eine etwaige spezifische Wirkung 
hiitte offenbaren kénnen. ; Das Bild dieser Kurve ist das gleiche wie 








ed 10° 20’ ie i 
cet 
Abb. 4. Vergleichende Versuche mit Phosphat- (10,0 sek. Phosph., 1,0 NaOH), 
Glykokolls (9,0 Glykokoll: 1,0 NaOH) und Borat+(nur Borat)puffer bei gleichem 
py: Kurve 1. Phosphatpuffer pyy 8,47. Kurve 2. Glykokollpuffer py 5,41. 
Kurve 3. Testectie Py 8.44. 





fenzah/ 


rop, 








78 
70 d ‘ ! "] ‘ 7 + 7 te 7 - 
0 La 20 JO Zeit w 50 60 ” 
Abb. 5. Kurve 1. Glykokollpuffer (10,0 Glykokoll: 0,3 NaOH), pyy 7,8. Kurve 2 
Phosphatpuffer (10,0 prim. Phosphat, 1,0 sek. Phosphat), py; 7,8. Kurve 3. Borat. 
puffer (nur Borat), py; 8,5. 





fir die Phosphate: zunehmende Geschwindigkeit mit steigender 
Alkalitaét ohne Erreichung eines Maximums. Nunmehr wurden Versuche 
mit Glykokoll und Phosphat nebeneinander bei méglichst gleichem py 
angestellt. Da die guten Pufferungsgebiete von Glykokoll und Phosphat 
nirgends zusammenfallen, konnte fiir diesen vergleichenden Versuch 
nur ein solches py gewihlit werden, bei welchem das Glykokoll in dem 
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soeben besprochenen Sinne zwar zugegen ist, aber nicht den eigentlichen 
Puffer darstellt. Fir unsere Frage ist das aber belanglos. Wir sehen 
aus Abb. 4 und 5, daB der Versuch mit Glykokoll und Phosphat bei 
nahezu gleichem py, praktisch gleich ausfallt. In den Versuchen von 
Abb. 5 wurde die py-Messung mit Indikatoren, bei Abb. 4 mit der 


%50 


Tropfenzah/ 
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"y 10’ a’ 30° 40" 50" 60° 7’ 
Zeit 
Abb.6. Kurve 1. Phosphatpuffer, py, 7,8. Kurve 2. Phosphatpuffer, py, 7,5; 
bei Kurve 3 ist zu dem Phosphatpuffer p zy 7,8 reine Borsiure bis zu einer 
Konzentration von m/l0 hinzugefiigt. 
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Abb. 7. Kurve 1. Phosphatpuffer, py; 7,74. Kurve 2 zu dem Phosphatpuffer 7,74 

reines Glykokoll bis zu einer definitiven Konzentration von 0.2m; bei Kurve 3 

zu dem Phosphatpuffer 7,74 reine Borsaure bis zu einer definitiven Konzentration 
von 0,2m hinzugefiigt. Kurve 4. Phosphatpuffer, py, 7,46. 


Gaskette gemacht. Ganz anders verhielten sich die Versuche mit 
Borat, welche ebenfalls dargestellt sind in Abb. 4 und 5, im Vergleich 
mit Phosphatpuffer. Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB die Ge- 
schwindigkeit der Fermentwirkung bei Gegenwart von Borat wesentlich 
kleiner ist als in Phosphatpuffern bei gleichem py. Derselbe Befund 
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wurde fiir Bakterienlipase von Michaelis und Nakahara‘) erhoben; es 
liegt nahe, diese Erscheinung auf eine Hemmung der Fermentwirkung 
durch die Borsiure zuriickzufiihren. 

Diese Annahme wird durch den in Tabelle [TV und in Abb. 6 und 7 
dargestellten Versuch bestatigt. In Abb.6 wird in jedem der drei 
Versuche Phosphatpuffer angewendet. In Kurve 1 und 2 ist p, 7,8 
und 7,5; bei Kurve 3 ist zu dem Phosphatpuffer 7,8 reine Borsiure 
bis zu einer definitiven Konzentration von m/10 hinzugefiigt. Das py 
wird durch diesen Zusatz, wie zu erwarten war, nicht viel geindert, 
aber die Fermentgeschwindigkeit wird stark vermindert. Abb. 7 zeigt 
dasselbe fiir einen Borsiuregehalt von 0,2 m, wo die hemmende Wirkung 
noch stirker ist. Die geringe in diesem Falle eingetretene py-Anderung 
reicht bei weitem nicht aus, um die Verlangsamung der Ferment- 
wirkung zu erkliren. In Kurve 2 (Abb. 7) ist ein Versuch dargestellt, 
wo der gleiche Phosphatpuffer mit reinem Glykokoll bis zu einer defi- 
nitiven Konzentration von 0,2m versetzt wurde. Das py hat sich 
dadurch nicht geindert, und es macht sich auch sonst keine Wirkung 
des Glykokolls bemerkbar. Da in dem Versuch Abb.7 eine kleine 


Tabelle IV. 





Ver. Tropf hl nach Minut 
Regulatorgemisch Pu - 
such 0 10 20 » aU SO oO | 70 





1 Sek. Phosphat . . . 7,8 154 144 135 127 122/119 116 115 


Sek. Phosphat . . 10,0 sell natal oneal ai a 
2 Prim. Phesphat | 20 | 79 154 145 138 132/126 121 119/117 


3 Versuch 1 mit reiner 
mete 6. we ss 75 154 148 142 138 135 132/129 127 
Versuch 3 (Versuch | mit reiner Borséure): za dem Phosphatpuffer 7,8 
(wie Versuch 1) reine Borséure bis zu einer definitiven Konzentration von 
m/10 hinzugefiigt. 











Tropfenzahl nach Minuten 


Ver. 
Regula isch 

such ie UR Pu o!|10!2 3 | #0 % 6! 7 
1 Sek. Phosphat . ... | 7,74 | 154) 144 135/127 122/118 115/114 
2 Versuch 1 mit reinem 

Glykokoll ..... 7.76 156 145 135 126 121 117 #115 114 
3 Versuch 1 mit reiner 

Borsfure...... 743 154/150 146 142 140 137 133) 132 
4 | Sek. Phosphat . 10,0 | 7 46 154/145 138/132 126 121 119 117 


Prim. Phosphat. 2,0 


Versuch 2 (Versuch 1 mit reinem Glykokoll): zu dem Phosphatpuffer 
7,74 reine Borsiéure .bis zu einer definitiven Konzentration von 0,2 m 

Versuch 3 (Versuch 1 mit reiner Borséure): zu dem Phosphatpuffer 7,74 
reine Borsaéure bis zu einer definitiven Konzentration von 0,2m hinzugefiigt. 


1) Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 36, 449, 1923. 
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Py-Anderung durch den Borsiurezusatz eingetreten ist, wurde in 
dieser Versuchsreihe noch ein Versuch so angeordnet, daB durch Aus- 
probieren zu diesem borsiurehaltigen Phosphatpuffer ein borsiure- 
freier Phosphatpuffer von méglichst gleichem py, hergestellt wurde; 
aber auch hier zeigt sich dieselbe hemmende Wirkung der Borsiure. 


3. Die Wirkung der Borsiure auf andere Lipasen. 

Es hat sich somit gezeigt,da8 die Borsiure eine besondere hemmende 
Wirkung auf die Takalipase ausiibt ; da durch die Untersuchungen von 
Rona bekannt ist, daB ein und dasselbe Gift auf Lipasen verschiedener 
Herkunft sehr verschieden wirken kann, untersuchte ich die Wirkung 
der Borsiure auf einige andere Lipasen. Zuniichst untersuchte ich 
die Wirkung der Borsiiure auf die Lipase des menschlichen Magen- 
saftes. Es wurde fiir die drei Versuche der Tabellen V je ein durch Aus- 
heberung nach Probefriihstiick gewonnener menschlicher Magensaft 
benutzt, das py, wurde durch Zusatz von primirem Phosphat auf 6,4 
eingestellt, dasselbe wurde durch Zusatz von Borsiure in einer defi- 
nitiven Konzentration von 0,2 m nicht geaindert. Die Versuche ergaben 
in dem einen Falle keine sichere Hemmung, in den beiden anderen 
eine geringfiigige Hemmung, welche aber nicht mit der auf die Taka- 
lipase verglichen werden kann. 





Tabelle V. 
— \ Tropfenzabl nach Minuten 
™ } — 
vecieri me! re 0 | 0 2 | 3 | | 5% | © | 7 
Iwata | Ohne Borsiure. . 64 137 129 | 122 115 112 110) 108 108 
(1: 20) ] Mit . . . 64 137 180) 125 120/117 114 110) 109 
Kawase || Ohne ‘* . . | 64 137) 124; 113 110) 109) 108) 107 | 107 
(1:16) | Mit ‘“ . . | 64 137) 125) 116 112) 110 108 | 108 | 107 
Takimoto | Ohne - .. 65 136/129 125 121/118 115 114 114 
(1:24) | Mit “ .. 65 1386 131 125 121/119 117/115 114 
Zusammensetzung: 
Wiasserige Tributyrinlésung ........ . 10ecem 
Puffer (primares Phosphat) . ae a 
Borsaure (definitive Koahentection m ./5) 
Fe ee a ee oe ae Ee ee 


Ferner wurde die Wirkung der Borsiiure auf die Serumlipase des 
Kaninchens untersucht. Die Tabelle VI zeigt die Resultate. Das pg 
wurde durch Phosphat puffer auf 7,8 eingestellt. Dieses pg wurde durch 
Zusatz von Borsiiure etwas verkleinert, und zwar in beiden Fillen 
auf 7,6. Die Wirkung des Zusatzes der Borsiure besteht in beiden 
Versuchen in einer sehr geringfiigigen Verlangsamung der Ferment- 
wirkung. Sie ist aber so klein, daB sie wohl zum gréBten Teil auf die 
Anderung des pq zuriickgefiihrt werden kann. Jedenfalls kann die 
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Hemmung der Borsiéiure auf Serumlipase nur als auBerordentlich klein 
angesehen werden. Von allen bisher untersuchten Lipasen hat, wie 
es scheint, nur die bakterielle Lipase nach Michaelis und Nakahara) 
dasselbe Verhalten gegen Borsiiure wie die Takalipase. 


Tabelle VI. 


Die Boratwirkung auf Serumlipase des Kaninchenserums. Puffer 10,0 
sekundires Phosphat, 1,0 primiares Phosphat. Verdiinnungsweise | : 20. 








Tre pf hl nach Mi 7 





Ver- Pp il ‘ 
such ar 10 | 2 | 3 | | | © 
1 | Ohne Borsiure . .. . 7.8 | 154 137/124 113! 109 108 106 
Mit yak fit 2 ace 76 154 140/130 120 114 111 100 
OE is i in KB dw x 7,8 150 129 118 112 109 108 108 
| Mit SNES, Ne ae 76 150 134 123 115 112 112 111 


Von anderen Fermenten priifte ich nur noch das in dem Pepsin 
Griibler und im menschlichen Magensaft enthaltene Labferment gegen 
Borséure; es wurde die im Praktikum der physikalischen Chemie von 
L. Michaelis beschriebene Methode nach Michaelis und Rothstein®) an- 
gewendet, und die Borsiure erwies sich als véllig wirkungslos. 

In der Literatur wird meines Wissens nach die Wirkung der Bor- 
siure auf Fermente nur an zwei Stellen erwaihnt; Duclaurx fand eine 
Hemmung beim Chymosin, Agulhon fand dagegen eine Aktivierung. 
Nach demselben Autor sollen auch andere hydrolysierende Enzyme 
in kalt gesiittigter Borsiurelésung ungeschwicht wirksam sein*). Diese 
alteren Angaben sind fiir unsere Frage nicht ohne weiteres verwendbar, 
da keine py-Messungen vorliegen. 


4. Die Wirkung einiger anderer Fermentgifte auf Takalipase. 

Durch mehrere Untersuchungen von Rona‘) hat sich erwiesen, 
daB Lipasen verschiedener Herkunft sich gegeniiber gewissen Ferment- 
giften véllig verschieden verhalten. Es war deshalb von Interesse zu 
untersuchen, wie sich einige dieser Substanzen wenigstens qualitativ 
der Takadiastase gegeniiber verhalten. Zunichst untersuchte ich 
Chinin. Das Chlorhydrat dieser Base hatte bis zu einer Konzentration 
von 10 mg in 25cem Lésung auf die Wirkung der Takalipase keinen 
sicher erkennbaren EinfluB; die Versuche wurden bei einem py von 7,7, 
hergestellt durch Phosphatpuffer, ausgefiihrt. Selbst wenn man be- 
ricksichtigt, daB die giftige Wirkung des Chinins durch saure Reaktion 


1) Zeitschr. f. Immun.-Forsch. 86, 499, 1923. 

®) Prakt. d. physik. Chem., 2. Aufl., 1922, 8. 3. 

5) Zitiert nach Euler, Chemie der Enzyme, 2. Aufl., 1. Teil, 1920, 8. 147. 

*) Diese Zeitschr. 81, 345, 1911; 111, 166, 1920; 118, 213, 1920; 180, 
255, 1922; 184, 108, 1922. 
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unterdriickt wird, wie Rona und Bloch") fir Invertin, sowie Rona und 
Reinicke fiir Serumlipase zeigten, so ist doch jedenfalls das von mir 
benutzte p, von 7,7 groB genug, um eine etwaige giftige Wirkung des 
Chinins aufzudecken. Sie zeigte sich aber nicht. 

Sodann wurde die Wirkung des Atoxyls untersucht, demgegeniiber 
nach Rona und Bach*) die Serumlipasen verschiedener Herkunft sich 
sehr verschieden verhalten. Die in Tabelle VII und Abb. 8 wieder- 
gegebene Wirkung auf die Takalipase ist ziemlich gering und nicht 
im entferntesten zu vergleichen mit der starken Wirkung auf Kaninchen- 
oder Katzenserumlipase. 

Ferner wurde noch die Wirkung des Cyankaliums untersucht. In 
einer Menge von 20 mg in 25ccm erwies es sich als véllig wirkungslos, 
was als Beitrag zu der 
Auffassung von O. War- 
burg*) gedeutet werden 
kann, daB Blausaiure 
nur gegeniiber solchen 
Prozessen giftig wirkt, 
an denen Eisen be- 
teiligt ist. 

SchlieBlich zeigt 
Tabelle VII, daB auch 
oad P x! L. , FNa eine nur duBerst 

” Ee ae oS ®-geringe Wirkung ausiibt. 

Abb. 8. Aus den Untersuchun- 

gen von Rona und 

Michaelis*) hatte sich fir F Na eine sehr starke Giftwirkung auf Serum- 

lipase gezeigt, aus der Arbeit von Rona und Pawlowitsch®) eine nur 
geringe Wirkung auf Pankreaslipase. 

Man nahm in diesem Versuch einen 25-cem-MeBkolben und fiigte 
leem 25proz. Fermentlésung, 2ccm Pufferlésung, lcem wechselnde 
Konzentration der Giftlésung hinein. Das Gesamtvolumen des Gemisches 
Ferment-Gift-Regulator betrug demnach 4 ccm. Dieses Gemisch blieb etwa 
60 Minuten stehen und nach 60 Minuten wurden die MeBkolben mit einer 
stets frisch hergestellten gesittigten Tributyrinlésung gefiillt und der Tropf- 
versuch begonnen. 

Man erkennt aus diesen Untersuchungen, daB die Wirkung irgend 
eines Fermentgiftes auf die verschiedenen Lipasen so wechselvoll ist, 
da8 man theoretisch einheitlich deutbare Vorstellungen noch nicht 


0 - 











1) Diese Zeitschr. 118, 185, 213, 1920. 
2) Ebendaselbst 111, 166, 1920. 
3) Ebendaselbst 119, 135, 1921. 
*) Ebendaselbst 31, 345, 1911. 
5) Ebendaselbst 184, 108, 1922. 

















Fettspaltendes Ferment der Takadiastase. 227 


Tabelle VII. Die Wirkung einiger Fermentgifte auf Takalipase. 





Gift in Tropfenzahl nach Minuten 
Regulatorgemisch || mgin | Pg |———— ' 
| 25 ccm | 9 | 10 | 2 w» 0 | WD | 0 
Chinin: 
Sek. Phosphat ... . 10,0 * 
hn | ss" © = 7,7 139 130 123 118 113 109 107 
Sek. ° ere . 
Prim. ” 5 5 2 Vg 10,0 7,7 139 133 125 119 114 110 107 
Atozyl: 
Sek. 2 a a: a | 
Prim. ” st To} © 147 138 131 124 118 113 110 108 
Sek. . "es ae i 
ie. * "5 5 Yq 10,0 7,7 138 133 128/122 118 115 11 
Sek. ‘ er 
Prim. , a i sal 7,7 138/134 130 126 123/120 116 
| 
KON: | | | 
Sek. . a | = 
Prim. , *_ A ae | 7,7 138/131 124/118 113 110 108 
Sek. . . 100 
Prise, ° "* "yo 20,0 | 7,7 138 132 124) 118 | 113) 111 108 
FNa: 
Sek. ® ee | 
Prim. ~ "ttt "yo © 17,7 /130 130| 123) 117 113 | 109 107 
oo, D fishes Ted ae 1050 7,7 139 131/124 120 115 | 112 110 


gewinnen kann. Dem Studium der Giftwirkungen liegt ja zum Teil 
die Idee zugrunde, da8 man aus ihm Schliisse auf den Mechanismus 
der Fermentwirkung selbst ziehen kénnte. So wiirde man z. B. aus 
der Wirksamkeit des F Na auf eine Beteiligung des Ca schlieBen kénnen, 
oder aus der Wirkung der Borsiure die Beteiligung eines zu komplexen 
Borsaureverbindungen befahigten Stoffes, wie etwa Zucker, vermuten 
dirfen. Die Uneinheitlichkeit der Resultate legt aber den Gedanken 
nahe, daB die unvermeidlichen Begleitstoffe der unreinen Ferment- 
praparate uniibersehbare Komplikationen schaffen. Besonders auch 
aus der Arbeit von Willstdtter!) geht hervor, wie groBen Einflu8 die 
Art und der Zustand dieser Begleitstoffe ist, und méglicherweise greifen 
diese Fermentgifte oft nicht das Ferment selbst an, sondern dndern 
nur die Beschaffenheit hemmender oder férdernder Begleitstoffe. 





1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 93, 1922/23. 




















Uber » Taka-lab*. 
Von 
J. Hatano. 


(Aus dem KaiserWilhelm-Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
in Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 2. April 1924.) 


Es ist bekannt, daB auBer in tierischen Organen auch in Pflanzen 
ein Caseinlésungen koagulierendes Ferment, ein Labenzym, vorkommt. 
Die Phytochymasen scheinen untereinander verschieden zu sein und 
haben auch mit dem Lab der Tiere nichts zu tun. Den Beweis hierfiir 
hat Morgenroth') geliefert, indem er dartun konnte, da8 ein Immun- 
serum gegen das Lab der Artischocken fiir dieses spezifisch war und 
mit tierischem Lab nicht reagierte. Phytochymasen sind bei héheren 
und niederen Pflanzen anzutreffen; in Pilzen sind sie von Gerber, 
Boullanger, Rapp, sowie Saito beobachtet worden?). Die Funktion 
des Labs, des typisch auf Milchcasein eingestellten Ferments, ist fir 
die Pflanzen bisher nicht aufgeklart worden. 

Wie ich zeigen werde, lat sich in einem Pilzpraparat, der Taka- 
diastase, besonders leicht und bequem die Wirkung eines Labferments 
demonstrieren. Sein Auftreten an dieser Stelle ist nicht verwunderlich, 
da die Takadiastase ein besonders enzymreiches Material darstellt und 
namentlich auch proteolytische Fermente enthalt. Es geniigt, darauf 
hinzuweisen, daB nach den geltenden Anschauungen, deren Begriindung 
wir O. Hammarsten verdanken, Beziehungen zwischen Lab und eiweiB- 
spaltenden Fermenten vorhanden sind, die darin bestehen, daB die 
Labung eine Hydrolyse darstellt. 

Das ,,Taka-lab“ entfaltet seine Wirksamkeit sowohl gegen Milch 
als gegeniiber Lésungen von Casein, die Kalksalze enthalten. 

Ein Bild von den labenden Fihigkeiten der Takadiastase gewinnt 
man durch die Beschreibung einiger im folgenden angefiihrten Versuche. 


1) J. Morgenroth, Centralbl. f. Bakt. 27, 721, 1900. 
*) Literatur siehe bei C. Oppenheimer, Die Fermente 1918, 8. 619. 
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Als Fermentpriparate benutzte ich ein japanisches Erzeugnis, 
das von der Firma Sankyo stammte, sowie ein englisches Material 
von der Fabrik Parke, Davis & Co. Die unterschiedliche Wirksamkeit 
zwischen beiden Praparaten lieB sich am besten mit der Methode des 
Reihenversuchs nach J.Wohlgemuth') erkennen. Diese wurde sowohl 
auf Milch als auf Lésungen von reinem Casein angewendet. 


I. Versuche mit Mileh, 

Frische Ziegenmilch wurde mit dem gleichen Volumen Wasser 
verdiinnt. 10 cem wurden mit verschiedenen Mengen von Takadiastase- 
lésung gemischt und in den Brutschrank bei 37° gestellt. 

Ich benutzte zu den Ansiitzen der nachstehenden Tabelle eine 
0,05proz. Lésung der japanischen und eine 0,1 proz. Lésung der eng- 
lischen Takadiastase. 


com Milch + ccm Takadiastaselésung + ccm Wasser 


a) 10 1,00 0,00 
b) 10 0,68 0,32 
c) 10 0,46 0.54 
d) 10 0,32 0,68 
e) 10 0,22 0,78 
f) 10 0,15 0,85 
g) 10 0,10 0,90 
h) 10 1,00*) 0,00 

i) 10 0,00 1,00 


+ 0,lcem Toluol. 
*) Fermentlésung 5 Minuten gekocht. 


Uber Nacht lieB ich im Thermostaten stehen. In beiden Fiillen 
war in den Réhrchen h) und i) keine Gerinnung erfolgt. Mit japanischer 
Takadiastase war sie bis g) komplett; sie reichte mit dem englischen 
Material, dessen Konzentration doppelt so stark war, bis zum Reagenz- 
glase f) und war in g) nur angedeutet. 


Il. Versuche mit Caseinlésungen. 

Die notwendigen Lésungen von Casein bereitete ich nach der 
einfachen Vorschrift von O. Hammarsten®) in folgender Weise. 

a) 0,3 g Casein wurden in 5 cem 1,25proz. Natriumphosphatlésung 
gelést und mit 5cem 0,4proz. Chlorcalcium versetzt. 

8B) 03g Casein wurden in 1,5cem n/10 NaOH sowie 3,5 ccm 
Wasser gelést; dazu kamen gleichfalls 5 cem 0,4 proz. Caleiumchlorids. 

Benutzt man reines Casein nach Hammarsten, so geht der Eiweib- 
kérper mit den angegebenen Mengen Dinatriumphosphat bzw. Natron- 
lauge vollstindig in Lésung. 





1) J. Wohlgemuth, Fermentmethoden 19138, 8. 165. 
2) O. Hammarsten, Maly, 7, 158, 1878. 
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A. Versuche mit japanischem Ferment. 


Stammlésung: 100cem der mit Phosphat hergestellten Casein- 
flissigkeit. l0ccm derselben wurden mit fallenden Mengen einer 
Lésung von japanischer Takadiastase versetzt, die selbst 0,05 proz. war. 


ccm Casein-phosphatlésung + ccm Takalab-lésung + ccm Wasser 


a) 10 1,00 0,00 
b) 10 0.68 0,32 
c) 10 0,46 0,54 
a) 10 0,32 0,68 
e) 10 0,22 0,78 
f) 10 0,15 0,85 
g) 10 0,10 0,90 


Innerhalb 12 Stunden waren bei 37° die Proben a) bis e) voll- 
standig geronnen; die Grenze lag beim Réhrchen f), in dem einzelne 
Gerinnsel aufgetreten waren. Ein Kontrollglas, das nur 10 ccm der 
Casein-phosphatlésung und 1 ccm Wasser enthielt, blieb vollstandig 
homogen. 

Mit einer 5 Minuten gekochten Lésung des Ferments trat in keinem 
Falle Koagulation ein. Bemerken méchte ich noch, daB simtliche 
Réhrchen einen Zusatz von 0,1 cem Toluol als Antiseptikum erhalten 
hatten. 

B. Analoge Versuche mit englischem Ferment. 


Da das englische Enzym schwiicher war, so wurde der im iibrigen 
in gleicher Weise angeordnete Reihenversuch mit einer 0,1 proz. Taka- 
diastaselésung des Priparates von Parke und Davis angestellt. 





ecm Casein-phosphatlésung + ccm Takalab-lésung + ccm Wasser 
a) 10 1,00 0,00 
b) 10 0,68 0,32 
c) 10 0,46 0,54 
d) 10 0,32 0,68 
e) 10 0,22 0,78 
f) 10 0,15 0,85 
2) 10 0,10 0,90 


Bis zum Réhrchen d) war komplette Gerinnung erfolgt, bei der 
Probe e) war partielle Flockung bemerkbar. 


C. Versuche mit Casein-natrium und japanischem Ferment. 
Stammlésung: 100 ccm der mit n/10 NaOH erhaltenen Casein- 
flissigkeit. Im tibrigen wie zuvor. 





ccm Casei trium-lésung + ccm Takalabslésung + ccm Wasser 
@) 10 1,00 0,00 
b) 10 0,68 0,32 
ce) 10 0,46 0,54 
d) 10 0,32 0,68 
6) 10 0,22 0,78 
f) 10 0,15 0,85 


g) 10 0,10 0.90 




















Uber Taka-lab. 


Die Resultate stimmten 


Versuches A. iiberein. 


fiir japanisches Ferment. 


a) 
b) 
c) 
d) 
e) 
f) 
&) 


vollkommen 


mit 


dem Ergebnis 


D. Casein-natrium-lésung mit englischem Ferment. 


com Casein-natrium-lésung + ccm Takalab-lésung + ccm Wasser 


10 
10 
10 
10 
10 
10 
10 


1,00 
0,68 
0,46 
0,32 
0,22 
0,15 
0,10 


0,00 
0,32 
0,54 
0,68 
0,78 
0,85 
0,90 
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des 


Wiederum lag die Grenze beim Réhrchen f) 


Hier lag die Grenze wie bei dem Versuch B. bei Réhrchen e). 


1. In der Takadiastase ist ein labartiges Ferment enthalten. 


Zusammenfassung. 


2. Das Takalab wirkt auf frische Milch und auf calciumhaltige 


Caseinlésungen, die nach O. Hammarsten bereitet worden waren. 


3. Die Takadiastasen verschiedener Herkunft unterscheiden sich 
in der Starke des in ihnen vorkommenden Labs, wenn man dieselbe 
auf das Trockengewicht des kauflichen Fermentpriparates bezieht. 

4. Das japanische Material wirkte kriaftiger als das englische 


Praparat. 

















Beitrige zur Kenntnis der negativen Adsorption. 


VII. Mitteilung: 


Ober das Verhalten der gesittigten Lésungen einiger Salze 
gegen trockene Gelatine. 


Von 
M. A. Rakusin und L. A. Itzkin. 


(Eingegangen am 24. April 1924.) 


In der dritten Mitteilung (1) haben Rakusin und Génke feststellen 
kénnen, daB NaCl aus seiner gesittigten Lésung sich weder durch 
lufttrockene, noch durch trockene Gelatine auskristallisieren JaBt, 
und daB beim Zusetzen von Gelatine zu einer gesittigten Lésung 
von NH,Cl oder BaCl, erstere sofort in Lésung geht. 

Inder Absicht, festzustellen, ob in den beschriebenen Beobachtungen 
irgend eine GesetzmiaBigkeit vorliegt, haben wir folgende Versuche 
angestellt, deren Ergebnisse in beistehender Tabelle zusammengefaBt 
sind : 





Gelost 
Nr. Gesattigte Lésungen von bei c d a’ Beobachteter Ettekt 
°C 

1 Na,SO,.10H,O .. . 19,5 37,46 1,1306 1,1335 Keine Kristallausscheidung 

EN ito oath asl a ee 20,5 32,59 1,1755 1,1799 Dasselbe 

3 MgCl, \ ° >: re 18,0 | 67,25 13314, — e 

4 MgSO, 7H,O ... . | 205) 71,32)1,2674' — ° 

5 CaCl, ‘ 6H,O a 18,0 68,1 13102 — Vollstandige Lésung der 
Gelatine, langsam 

6 SrCl, 6 tlw < 18,0 56,83 13874. — Vollstandige Losung der 
Gelatine, 10 Minuten 

7 CuSO,.5H,O .. . . 17,5 31,53 1,1938/1,1956 Nach Abgiefen der Flissig- 
_ — sich die Gela- 

s NiSO, -7H,O .... 185 91,45 1,3416/1,3457 Keine Kristallausscheidung 

9 ZnSO,.7H,O . . . . 18,0 163,97 1.4313) 1,4324 Dasselbe 

10 (ZnNH,),SO, ... . 17,0 642 |1,2838/12862 . 

11, Mohre Salz.. . . 19,5 26.2 1.1708 1.1737 


12 Eisenammoniumalaun. 19.0 38.7 1.2008 1.2014 Nach AbgieBen der Fliissig- 
keit farbt sich die Gela- 


tine violett 


Bemerkungen: 1. Samtliche Salze waren chem. pur. oder puriss. pro 
anal. Wo das nicht der Fall war, wurde das Salz umkristallisiert. 2. Wie 
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in den bisherigen Versuchen wurden 3 Proz. Gelatine zugesetzt und 
24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen. 3. c bedeutet die 
Sattigungskonzentration, wihrend d und d’ das spezifische Gewicht der 
Lésung vor und nach der Wirkung der Gelatine bedeuten. 

Wir ersehen aus der Tabelle, daB trockene Gelatine auch in den 
beschriebenen zw6lf Versuchen keine Kristallausscheidung aus den ge- 
sittigten Lésungen hervorruft. In auffallender Weise aber geht die 
Gelatine in Lésung, sobald sie zu einer gesittigten Lésung von kristal- 
linischem Chlorcaleium oder Chlorstrontium zugesetzt wird. Eine analoge 
Erscheinung haben wir schon in der dritten Mitteilung beschrieben: 
es waren das die gesittigten Lésungen von BaCl,.2H,O und von 
NH,Cl. Eine Erklarung fiir diese merkwiirdige Erscheinung, die, wie 
gesagt, mit den Beobachtungen des unsterblichen Carl Ludwig u. a. 
auseinandergeht, sind wir vorliufig nicht imstande zu geben. Doch 
ist es von Interesse, daB die Richtigkeit unserer Beobachtungen auch von 
anderer Seite Bestdtigung findet. Vor kurzem machte nimlich Emile 
Cavazzani (2) die Beobachtung, daB beispielsweise die Kristallisation von 
NH,Cl aus gesiittigter Lésung durch die Gegenwart von Kolloiden, 
besonders von EiweiBkirpern, hindernd beeinfluft wird, und zwar geniigen 
hierzu: vom Ovalbumin schon 0,05 Proz., wihrend der hindernde 
EinfluB des Gummiarabikums sich erst bei 0,2 bis 0,5 Proz. bemerkbar 
macht. 

Des weiteren ist es auffallend, daB, wihrend die Gelatine in ge- 
sittigten Lésungen von Calcium-, Strontium- und Bariumchlorid in 
Lésung geht, und zwar mit zunehmender Geschwindigkeit (s. oben), 
diese Erscheinung in einer gesittigten Lésung von Chlormagnesium 
nicht stattfindet. Nicht minder auffallend ist es, daB in der ersten 
Gruppe des periodischen Systems NaCl und KCl sich im Gegensatz 
zu NH,Cl gegen Gelatine indifferent verhalten, ebenso wie die gesittigten 
Lésungen von Ammoniumsulfat und Glaubersalz. 

Es wurde oben erwahnt, daB die Gelatine von gesittigten Lésungen 
gefarbter Salze entsprechend gefirbt wird. Das steht mit der von uns 
friiher (dritte Mitteilung) festgestellten Tatsache im Einklang, daB die 
Quellung nicht auf Kosten des Wassers, sondern der ganzen Lisung 
geschieht. 

Zuletzt sei bemerkt, daB iiber die Sattigungsgrenzen einiger Salze 
in der Literatur bisweilen weit auseinandergehende Angaben zu finden 
sind. So z. B. ist die Sattigungskonzentration fiir Na,SO,.10H,0O 
nach Mendelejew (3) bei 24,1° 25,9 Proz., wihrend sie nach Léwel (4) 
bei 20° 58,35 Proz. ist. Fir MgSO,.7H,0O gibt Mulder (5) 119,8 Proz. 
bei 20° an, und Mendelejew (6) sogar 125 Proz. Fir MgCl, .6H,O 
fand Schiff 80 Proz. bei 24°, wihrend unsere obige Angabe ganz mit 
der von Mendelejew (7) iibereinstimmt. Offenbar sind manche veraltete 
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Daten von neuem auf ihre Richtigkeit zu priifen. Bei einer ahnlichen 
Priifung der violetten und griinen Lésungen von Chromalaun fanden 
z. B. Rakusin und Génke (8) ganz auffallende Sattigungsgrenzen von 
14 bzw. 114,19 Proz. Nur diese und ahnliche Erwigungen gaben uns 
Veranlassung, auf die Frage tiber die Siattigungskonzentration etwas 
niher einzugehen. 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 187, 341—346, 1923. — 2) E. Cavazzani, Kristalli- 
sation und Proteine, Chem. Centralbl. 1922, I, 1214. — 3) D. Mendelejew, 
Grund]. d. Chem., 4. Aufl., 1882, 8. 553. — 4) Chem. Kalend. 1902, 8. 255. — 
5) Ebendaselbst 1902, 8. 259. — 6) Mendelejew, ebendaselbst, 8S. 644. — 
7) Derselbe, ebendaselbst, 8. 645. — 8) Nachr. iiber wissensch.-techn. Arb 
in d. Republ. RuBland 1924, Lief. XII, 54—55. 
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Chemische und physiologische Untersuchungen iiber Wismut. 


Ill. Mitteilung: 
Versuche zur Bestimmung des Wismuts im Harn. 


Von 


L. Kiirthy (Budapest) und Hans Miiller. 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitit Base].) 
(Eingegangen am 30. April 1924.) 


Die vorhergehende Mitteilung') hat gezeigt, daB bei der Anwendung 
der gebriuchlichsten zur gravimetrischen Wismut-Bestimmung benutzten 
Verfahren auf biologische Flissigkeiten eine starke Fehlerquelle darin 
besteht, daB die zur Abscheidung oder zur Titration benutzte Ver- 
bindung durch Lésungsgenossen léslich werden oder in komplexe Ver- 
bindungen tibergehen kann. So kénnen z. B. bei wismutarmen Harnen 
sogar die empfindlichsten Reagenzien auf Wismut versagen: Jodkalium 
und Schwefelwasserstoff. Einzig die Reduktionsprobe mit Stanno- 
chlorid in alkalischer Lésung kann in gewissen Fallen zum Ziele fihren, 
ist aber meistens so undeutlich, da8 ein einwandfreier Entscheid schwer 
ist. Daraus ergibt sich fiir die analytische Praxis, da8 nur Veraschung 
und Isolierung des Wismuts zu einwandfreien Werten fihren kann. 
Wir haben infolgedessen drei MaBnahmen einem eingehenden Studium 
unterworfen, die es erlauben, diese Fehler zu umgehen: Veraschung, 
Bestimmung als Sulfid und Elektrolyse. 


A. Veraschung. 


Der mit konzentrierter Salpetersiiture angesiuerte Harn wird auf 
dem Wasserbade zur Trockne eingedampft und tber freier Flamme 
kurze Zeit schwach gegliiht. Nach dem Abkihlen iibergie8t man den 
verkohiten Riickstand wieder mit Salpetersiure, verdampft vorsichtig, 
um Spritzverluste zu vermeiden und gliiht wieder. In der Regel ver- 
glimmt der nitratreiche Riickstand und schmilzt zu einer farblosen 
Masse. Ist der Harn sehr salzarm, so setzt man zweckmibig etwas 
Salpeter zu. In keinem Falle aber darf zur Veraschung Salzsiéure ver- 
wendet werden, auch von der Benutzung von Schwefelsiure sieht man 
am besten ab. Die Salzmasse wird nun in méglichst wenig verdiinnter 


1) Diese Zeitschr. 147, 385. 
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Salpetersiure unter Erwirmen auf dem Wasserbade gelést und ist zur 
Wismutbestimmung vorbereitet. 


B. Kolorimetrische Wismutbestimmung als Wismutsulfid. 

Die guten Resultate der sorgfaltigen Arbeit von M. Siegfried und 
Pozzi!) tiber kolorimetrische Bestimmung von Bleisalfid veranlaBte 
uns, das gleiche Prinzip fiir die Bestimmung von Wismut anzuwenden. 
In zahlreichen Vorversuchen konnten wir feststellen, daB sich die Farb- 
intensitat einer durch Gummiarabikum kolloid in Lésung gehaltenen 
Wismutsulfidlésung proportional der Verdiinnung andert. Damit war die 
Vorbedingung zu einer duBerst praktischen Methode fiir die Bestimmung 
kleiner Mengen Wismutlésung gegeben. Die Wismutlésung wird so 
verdiinnt, daB sie in 10 ccm etwa 0,5 bis 2mg Wismut enthilt. Diese 
Menge versetzt man in einem 25-ccm-MeBzylinder mit 10 ccm 1 proz. 
Gummiarabikumlésung und 5ccm gesittigtem Schwefelwasserstoff- 
Wasser. Die so erzeugte Braunfiirbung ist haltbar und wird im Kolori- 
meter mit einer Standardlésung, die auf gleiche Art mit einer bekannten 
Menge Wismutnitrat hergestellt ist, verglichen. Die folgende Tabelle 
zeigt die Leistungsfahigkeit der Methode. Die Ergebnisse schwanken 
auch bei Anwendung von weniger als 1 mg in noch engeren Grenzen, 
als es sonst bei den kolorimetrischen Verfahren meist der Fall ist. 





Nr. | bes ot Pe i H,O Gumatecebikum HS at 
com ccm ccm com zugesetzt gefunden 

1 | 9,0 1,0 10 5 1,53 151 

2 8.0 2.0 10 5 1,36 1,366 
3 6.5 3.5 10 5 1,105 1,10 

4 6,0 4,0 10 5 1,02 0,99 
5 5,0 5,0 10 5 0,85 0,83 

6 40 6,0 10 5 0,68 0,67 


Die Versuche wurden mit reiner salpetersaurer Wismutnitrat- 
lésung ausgefiihrt, deren Gehalt elektrolytisch und mittels der friiher 
angegebenen Phosphatmethode bestimmt war. 

Es sollte weiter untersucht werden, ob und wieweit die Anwesen- 
heit von starken Mineralsiurekonzentrationen, wie sie eventuell 
z. B. als Lésungsmittel fiir das schwer lésliche Wismutoxyd vorliegen 
kénnen, die Sulfidfallung beeinfluBt, d. h. ob eventuell eine Verdiinnung 
nétig ist. Dabei stellten wir fest, wie die nichsten Tabellen zeigen, 
daB selbst in 25proz. Salpetersiure quantitative Fiallung eintritt, 
wiahrend schon bei Gegenwart von wenig Salzsiure erhebliche Fehler 
entstehen. Oberhalb 7 Proz. Salzsiure versagt sogar der qualitative 


1) Diese Zeitschr. 61, 149, 1916. Daselbst eingehendere Beschreibung 
der Methodik. 
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Nachweis vollkkommen (Tabelle II). 
ohne jeden Einflu8 auf die Sulfidfallung ist. Es empfiehlt sich deshalb, 
in jedem Falle bis zur beginnenden Hydrolyse zu neutralisieren, so dab 
auf diese Art die Bestimmung kleiner Mengen Wismut auch in stark 


salzsaurer Lésung mit aller Genauigkeit mdéglich ist. 
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Tabelle IIL zeigt, daB Kochsalz 


In salpetersaurer 


Lésung braucht man aber weder zu verdiinnen, noch zu neutralisieren, 
man kann also die Grenze der noch bestimmbaren Mengen weiter hinaus- 
schieben als in salzsaurer Lésung, weshalb wir oben die Vermeidung 
von Salzsiure empfohlen haben. 














Tabelle I. 
Bi(N it HNOwKone G “_ » B HNO, 
Nr. 0015 + senaution enim H,O HS — = konz. 
ccm ccm ecm com ccm | 7ugesetzt gefunden ccm 
l 5 —- 5 10 5 0,750 0,746 — 
2 5 l 5 9/ 5 0,750 0,750 2,52 
3 5 2 5 8 5 0,750 0,742 5,04 
4 5 3 5 7 5 0.750 0,745 756 
5 5 4 5 6 5 0,750 0.751 10,08 
6 5 5 5 5 5 0,750 0,750 12,60 
7 5 10 5 — 5 0,750 0,746 25,20 
Tabelle 11. 

Bi(NO,), mit} HCl G is ° Bi HCl-Kons Durch HCI 
Nr. 0015 Pe 36 proz. pn + and H,O | H,S — souteaen gelést. Big, 
Il com | ccm com cem | cem 7ugesetzt | gefunden Proz. Proz. 

1 5 _— 5 1 5 0,750 0,750 — — 
2 5 l 5 9/ 5 0,750 0,750 1, = 
3 5 2 5 8 | 5 0,750 0,744 2.88 08 
4 5 3 5 7); 5 0,750 0,738 4,32 1,6 
5 5 4 5 6| 5 0,750 0,729 5,76 28 
6 5 5 5 5| 5 0,750 Spur 7,20 > 90 
7 5 0 5 —| 5 0,750 0 14,40 100 
Tabelle III. 
— NaCl . 
Nr.) MONOds gesattigt 7 Farbe 
com ccm ccm 
l m/10 1 9 2 xx x & 
2 m/100 1 9 2 xxx 
3 m/1000 1 9 2 x x 
4 m/10000 1 9 2 x 
Ne BUNOds H,O H,S nie 
ccm cm com 
1 m/10 1 9 2 xx & & 
2 m/100 1 9 2 xxx 
3 m/1000 1 9 2 x x 
4 m/10000 1 9 2 x 
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C. Elektrolytische Bestimmungen kleiner Mengen Wismut. 


Nach unseren Erfahrungen versagt die Bestimmung des Wismuts 
als Sulfid in den veraschten Harnen gelegentlich dann, wenn einerseits 
sehr wenig Wismut vorhanden ist, und andererseits viel Lésungsmittel 
verwendet werden muB, um die Salzmasse vollstindig in Lésung zu 
bringen. In diesem Falle, der uns z. B. bei der Untersuchung der Harne 
von Syphilitikern wiederholt begegnet ist, mu8 das Wismut isoliert 
werden. Vorversuche lehrten uns, daB sich die elektrolytische Fallung 
dazu am besten eignet; wir bedienten uns dabei folgender Apparatur : 

Eine etwa 50 ccm fassende Platinschale diente als Elektrolyt- 
gefaB und zugleich als Anode. Die Stromzufihrung wird durch ein 
Platindreieck vermittelt, das seinerseits als Triiger fiir die Schale ver- 
wendet wird und so iiber einem Stativ befestigt ist, daB das Elektro- 
lysiergefiB mittels eines Mikrobrenners geheizt werden kann. Als 
Kathode verwendeten wir eine Platinblechscheibe von 2,5cem Durch- 
messer mit einem in der Mitte befestigten starken Platindraht von 
10 cm Linge. Ein als Riihrer dienender Messingstab ist an einem Ende 
mit einer axialen Bohrung versehen, in der die Kathode mittels einer 
kleinen Schraube befestigt werden kann. Die Verbindung mit der 
Stromquelle geschieht am besten mit Hilfe eines federnden Schleif- 
kontaktes. Steht eine gute Mikrowage zur Verfiigung, so wird die 
Kathode vorher sorgfailtig gewogen. Der Elektrolyt wird, nachdem 
die ganze Apparatur zusammengesetzt ist, auf 80 bis 90° erwirmt und 
das Rihrwerk so in Bewegung gesetzt, daB die Tourenzahl 800 bis 1000 
betriigt. In der Literatur findet man zahlreiche Vorschriften betreffend 
Saiuregehalt des LElektrolyten Badtemperatur, Stromstirke und 
Spannung, sie alle bezwecken, einen fest haftenden Niederschlag zu 
erzielen und Superoxydbildung an der Anode zu vermeiden. Wir iiber- 
zeugten uns, daB unterhalb einer Gesamtwismutmenge von 10 mg unter 
den verschiedensten Bedingungen gute Niederschlige erhalten werden, 
so daB wir empfehlen, bei der angegebenen Tourenzahl und Temperatur 
einfach eine Akkumulatorzelle unter Zwischenschalten eines kleinen 
Widerstandes durch das Bad kurz zu schlieBen. Die Hauptmenge des 
Wismuts ist in 5 bis 10 Minuten gefallt. Die Elektrolyse muB aber 
mindestens noch eine halbe Stunde fortgesetzt werden, weil die letzten 
Spuren nur langsam ausfallen. Das Auswaschen muB auBerordentlich 
sorgfiltig geschehen, ohne daB der Strom dabei unterbrochen werden 
darf. Die Elektrode wird nun getrocknet und gewogen. Zur Kontrolle 
empfiehlt es sich, den Niederschlag in wenig Salpetersiure zu lisen 
und als Sulfid kolorimetrisch zu bestimmen. 


























Chemische und physiologische Untersuchungen iiber Wismut. 


IV. Mitteilung: 
Die Ausscheidung des per os zugefiihrten Wismuts. 


Von 


Hans Miiller und L. Kiirthy (Budapest). 
(Aus der physiologisch-chemischen Anstalt der Universitat Basel.) 


(Eingegangen am 30. April 1924.) 


Die Anwendung des Wismuts bzw. seiner Verbindungen in der 
Heilkunde umfaBt, wenn wir von obsoleten Verordnungen absehen, 
drei ganz getrennte Gebiete: es dient seit langem als értlich wirkendes 
Adstringens, z. B. bei Magen-Darmkrankheiten oder auch als Wund- 
streupulver, seit Einfiihrung der Réntgendiagnostik als Kontrast- 
mittel und endlich seit wenigen Jahren als Antisyphilitikum. Trotz 
dieser auBergewohnlich vielfaltigen Indikationen wissen wir tiber das 
quantitative Verhalten des Wismuts im Tierkérper herzlich wenig [die 
altere Literatur siehe bei H. H. Meyer und W. Steinfeld')}. Gelegent- 
liche Beobachtungen aus seinem Altesten Anwendungsgebiet haben 
gezeigt, daB von dem Magisterium Bismuti aus granulierenden Flachen 
gentigende Mengen resorbiert werden, daB es zu subakuten Vergiftungen 
kommen kann, dabei werden Spuren von Wismut im Harn gefunden, 
auch in anderen Organen, z. B. Leber und Parotis, wurde es nach- 
gewiesen. 

Die Verwendung in der Réntgenpraxis gab der Forschung tiber 
den Wismut-Stoffwechsel natiirlich neue Anregung, und zwar um so 
mehr, als sich bald die Mitteilungen tiber schwere Vergiftungen hiuften, 
die auf die Verwendung des in allerdings sehr massiven Dosen (50 g 
und mehr) gereichten Wismutnitrats zuriickgefihrt wurden. In der 
Literatur ist eine ganze Reihe sogar von Todesfallen mitgeteilt worden, 
die unzweifelhaft auf die Verabreichung des Magisterium Bismuti 
zuriickzufiihren sind. 

1) Arch. f. exper. Pharm. u. Path. 20, 40, 1885. 

Biochemische Zeitschrift Band 149. 16 
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Es war daher ein groBer Fortschritt, als H. Heffter und sein Schiiler 
A. Bohme zeigen konnten, da6 die schweren Vergiftungen nicht oder ganz 
sicher nicht allein dem Metall zur Last fallen, nicht als Wismutvergiftungen, 
sondern als Nitritvergiftungen aufzufassen sind, was einerseits durch das 
Vergiftungsbild (Methimoglobinbildung), andererseits durch die Ent- 
stehung von Nitrit aus Nitrat im Dickdarm bzw. durch das Bacterium coli 
nachgewiesen wurde. Vielfach erwies sich auch das Nitrat des Handels 
als nitrithaltig. Freilich wurden damals gegen diese Auffassung von autori- 
tativer Seite') Bedenken laut und auch das Wismut selbst als giftig 
charakterisiert und darum vorgeschlagen, es durch Fe,O, bzw. Thorium- 
oxyd in der Réntgenpraxis zu ersetzen. Erfahrene Réntgenologen haben 
aber auf das Wismut nicht verzichten wollen, statt des Nitrats das Carbonat 
oder nach E. Salkowskis Vorschlag*) das basische Acetat in Verwendung 
genommen, wie es scheint mit dem erwiinschten Erfolg, denn von Ver- 
giftungen findet man seither in der Literatur keine Angaben mehr. Wir 
haben nach dauernder Darreichung groBer Dosen Wismutoxyd an einen 
Hund keine Spur einer Vergiftung nachweisen kénnen, obgleich, wie wir 
gleich vorweg nehmen wollen, die Ausscheidung so triage war, daB der 
Kérper des Tieres betrachtliche Mengen des Metalls zuriickhielt (bis zu 30 g). 
Die Literatur aus der Periode erneuerter Wismutverwendung enthalt in 
einer iiberreichen Kasuistik nur wenige exakte und einwandfreie Daten 
iiber Resorption und Ausscheidung des Metalles, erwaihnt sei eine Notiz 
iiber das Vorkommen von Wismut im Gehirn und die Arbeit von Dorner 
und Weingdrtner*), die bei Kranken mit Hyperaciditat nach Zufiihrung 
von 50g Wismutcarbonat Ausscheidung bis 0,174g Wismut im Harn 
fanden (bestimmt als Bi,8,). 

Eine Ausscheidung des Wismuts im doch recht phosphatreichen 
Harn muB zunichst tiberraschend erscheinen, da das Wismutphosphat 
so schwer ldéslich ist, daB es lingst zur quantitativen Bestimmung des 
Metalles benutzt wird, und man so, wie wir im ersten Teil dieser Unter- 
suchungen gezeigt haben, sogar die Zehntelmilligramme (1 . 10~® des 
Atomgewichts) bestimmen kann. Aufklarung liefert unserer Meinung 
nach die im zweiten Teile quantitativ festgestellte Neigung des Wismuts 
zur Bildung von Komplexsalzen. Die zu therapeutischen Zwecken 
wegen ihrer Léslichkeit langst verwendete Weinsiureverbindung spielt 
im Tierkérper hierfiir wohl keine Rolle, eher kénnen schon Glycerin 
und Glucose an dem In-Lésung-halten beteiligt sein, vor allem aber 
Milchsiure und Aminosiiuren, namentlich aber das Kochsalz. Sollte 
es gelegentlich zu Wismutvergiftungen kommen, so wire hiervon Ge- 
brauch zu machen. 

Wir haben zunichst an einer Hiindin von 10 kg die Ausscheidung 
kleinerer und mittelgroBer per os gereichter Dosen von Wismutoxyd 
verfolgt, woriiber wir kurz im folgenden berichten, da der eine von uns 
durch auBere Griinde fiir einige Zeit an der Weiterarbeit behindert ist. 





1) L. Lewin, Miinch. med. Wochenschr. 56, 643, 1909. 
2) Diese Zeitschr. 79, 96, 1916. 
3) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 98, 258, 1909. 
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Die Hiindin, die schon langere Zeit im Institut gehalten wurde und 
sich fiir Stoffwechselversuche gut eignete, befand sich in einem Stoffwechsel- 
kafig. Sie erhielt neben ihrem iiblichen Futter (Fleisch und Mais) eine 
sorgfaltig abgewogene Menge Wismut, verpackt in einer Wurst, sc daB 
die Mengen ausnahmslos quantitativ verzehrt wurden. Harn und Kot 
von 24 Stunden wurden gesammelt und jeweils auf die in der dritten Mit- 
teilung angegebene Weise analysiert. Vom Kote haben wir in der ersten 
Zeit die Gesamtmenge analysiert, spiter jedoch nur die Mischproben aus 
dem sorgfaltig getrockneten und pulverisierten Kote. Urspriinglich haben 
wir jeweils mehrere Bestimmungen ausgefiihrt, und zwar sowohl nach der 
elektrolytischen wie nach der Schwefelwasserstoffmethode. Da die Er- 
gebnisse vollkommen itibereinstimmten, haben wir uns spater nur mit der 
Schwefelwasserstoffmethode begniigt, in der wir uns allmihlich eine aus- 
reichende Ubung erworben hatten. Die gleichmaBigen Zahlen in der Tabelle 
bzw. ihr kurvenmaéBiger Verlauf sprechen auch dafiir, daB uns wohl kein 
wesentlicher Fehler unterlaufen ist. Da der Kot absolut trocken war, 
lieB sich durch Verreiben ein ganz gleichmaBiges Pulver herstellen, dessen 
Homogenitat sich aus der Ubereinstimmung der auf verschiedenem Wege 
gemachten Analysen ergab. Wir haben ferner zu wismutfreiem, getrocknetem 
Kote eine bekannte Menge Wismutchlorid zugesetzt und bei der Analyse 
von aliquoten Teilen (1 g Kot) 98,3 bzw. 99,0 Proz. der zugesetzten Menge 
Wismut (66 mg) wiedergefunden. 

Die Fiitterungsversuche zerfallen, wie die Tabellen zeigen, in 
mehrere Perioden; in der ersten wurde dem Hunde acht Tage lang 1 g 
Wismutoxyd verabreicht, im ganzen also 7,168g reines Wismut. 
Leider ist die Harnprobe des achten Tages verloren gegangen, da jedoch 
der Wismutgehalt in dieser Periode ein sehr gleichmaBiger war, so gehen 
wir wohl kaum fehl, wenn wir die Wismutmenge dieses Tages mit 
1,35 mg in Rechnung setzen. Bei den auBerordentlich kleinen Quan- 
titaten, die im Harn ausgeschieden werden, spielt diese Zahl fiir den 
Gesamtstoffwechsel iiberhaupt keine Rolle. Eine Durchsicht der 
Tabelle I ergibt folgende, wie es scheint besonders beachtenswerte 
Resultate : 








Tabelle I. 
Bi, Oy Ausscheidung von Bi in mg Gesamtmenge 
Nr. Applikation Datum wes is - — 
8 im Kot im Ham Kot in g Harn in com 
l 2 (26.28. I. 28,82 2,40 39,0 1500 
2 1 28.—29. I. — 2,31 — 900 
3 1 29.—30. I. 301,5 1,93 16,6 800 
4 1 30.—31. I. —_ 1,88 _ 750 
5 l 31. I.—1. II. 378,8 1,62 151,0 900 
6 1 1.— 2.1. 72,47 1,59 25,0 975 
7 ] 2.— 3. IT. 668.8 1,40 80,0 1350 
8 0 3.— 4. IT. 84,73 verloren 46,0 —— 
9 0 7.— 8. IT. _— 131 — 1000 
10 0 9.—10. IT. 31,6 1,12 10,1 775 
ll 0 11.—12. IT. _ 0,71 —_— 700 


16* 
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Die Quantitat Wismut im Harn ist auBerordentlich gering, sic 
bewegt sich in einer absteigenden Kurve von 2,4 bis etwa 1,4 mg. Die 
Wismutausscheidung im Harn tiberdauert aber den Versuch noch um 
mehrere Tage, selbst sieben Tage nach der letzten Fiitterung ist die 
Harnausscheidung nicht wesentlich niedriger (sie betragt etwa 1,12 mg). 

Die Menge des Wismuts im Kot wechselt viel starker, die héchste 
Ausscheidung war am siebenten Tage mit 669 mg, was ungefihr 34, der 
an einem Tage verabreichten Menge Wismut entspricht. Im Durch- 
schnitt war aber die Wismutausscheidung im Kot nur etwa 20 Proz. 
der zugefiihrten Menge. 

Hervorgehoben sei endlich, daB noch am achten Tage nach der 
letzten Darreichung im Kot 31,6mg Wismut erschienen, was mit 
Sicherheit doch wohl dafiir zu sprechen scheint, daB ein Wismutdepot 
im Kérper angelegt worden sei, das langsam in der Weise zur Aus- 
scheidung kommt, da® etwa 30mal mehr im Kot als im Harn wieder 
erscheint. 











Tabelle 11. 
, Ausscheidung von Bi Gesamtmen, 

Nr. De). ees “aectannne EP ewan. 

Applikation — im Kot im Harn Kot Harn 

{| | 
1) 220g | 15.—16. II. — 3,59 mg _ 575 eem 
2 | 10g |16—I7.11. 864¢ 416 , 865g | 775 , 
3 10g | 17—18 11. 6950g 443 , 381g 1450 , 
4 10g | 18—19.11. 5433g | 471 , 123g 1220 , 
5 10g 19.—20.1I. 5,786g 5,39 , 33,9¢ 1400 , 
6 10g  2.—21.1I. 4869g 5,72 , 519g 1280 , 
7 0 | 21.—22.11.) 4665¢ | 594 , 732g 1220 , 
8 O | 22—23.11.| 3386g | 211 , 25,22 625 , 
9 0 | 3.—25.1T.) 2118¢ | 083 , I74g | 1200 , 
10 0 25.—26. 11. 1,238¢ Spur 361g | 1420 , 
ll 0 | 26.—27. 11.) 37,98 mg 0 173g 102% , 
12 0 27.—28. II. 16,73 , — 69,2¢ = 


Diese Versuche wurden bestatigt in einem zweiten Versuch, bei 
dem dieselbe Hiindin sieben Tage lang 10 g Wismutoxyd pro die bekam, 
also 8,965 g Wismut. Die Hiindin vertrug die groBe Quantitat Wismut, 
im ganzen 62,755g Wismut, ohne irgendwelche Stérung ihres Be- 
findens zu zeigen. Die in gleicher Weise wie oben durchgefihrte Analyse 
zeigt, daB die Wismutmenge im Harn von 3,59 mg auf 5,94 mg in sieben 
Tagen anstieg, im ganzen wurde also nur 33,94 mg Wismut in sieben 
Tagen im Harn ausgeschieden, was wir besonders hervorheben méchten, 
da sich gelegentlich in der Literatur Angaben iiber viel héhere Zahlen 
fiir die Wismutmengen finden. Die Menge Wismut im Kot ist ungefahr 
1000mal gréBer als die im Harn, sie nimmt im Laufe der Fiitterungs- 
periode langsam ab, von 6,950 g am dritten Versuchstage bis auf 4,665 g 
am siebenten Tage, trotzdem die absolute Kotmenge relativ zunahm. 
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In den sieben Tagen der Fiitterung erschienen von den dargereichten 
Wismutmengen in der Exkretion bereits 58 Proz., fast alles im Kot, 
und nur 0,54 Prom. im Harn. 

Die Ausscheidung halt dann noch drei Tage an, am achten bis 
zehnten Tage erschienen im Kot noch insgesamt 6,742 g, im Harn 
2,94 mg, vom neunten zum zehnten Tage fallt aber die Kotausscheidung 
auf den 30. Teil und am elften Tage ist im Harn Wismut kaum mehr 
nachzuweisen, auch der zehnte Tag enthalt im Harn kaum noch Spuren. 
Man kann also sagen, daB nach zehn Tagen die Ausscheidung des nicht 
resorbierten Wismuts beendigt scheint. Es sind an diesen zehn Tagen 
im Kot erschienen 43,08 g Wismut und 36,88 mg im Harn, im ganzen 
also 68,74 Proz. des verabreichten Wismuts. Daraus ergibt sich, daB 
fast 20 g Wismut im Koérper retiniert worden sind, eine Zahl, die alle 
unsere Erwartungen weitaus tiberstiegen hat. Uber die Form bzw. die 
Organe, in welchen das Wismut zur Retention gelangt, hoffen wir 
spiter Mitteilung machen zu kénnen. 

Man kann aber beziiglich der Wismutausscheidung sehr leicht 
einem Fehler zum Opfer fallen, weil dieselbe in hohem Grade inter- 
mettierend ist. Es zeigte sich nimlich, daB, nachdem mehrere Tage 
der Kot wismutfrei war, wieder erhebliche Mengen im demselben er- 
schienen. Die Wismutausscheidung setzt sich also tiber eine groBe 
Periode fort. Immerhin haben wir, da der Befund der groBen Retention 
mit den bisherigen Angaben in der Literatur nicht tibereinstimmte, 
noch einen dritten Versuch mit derselben Hiindin angestellt, bei der 
wir ihr an je zwei aufeinander folgenden Tagen 20 g Wismutcarbonat, 
im ganzen also 32,8 g Wismut gaben. Wiederum wurde die Menge 
anstandslos vertragen und, wie die Tabelle II] zeigt, ein groBer Teil 
davon zurickgehalten. 





Tabelle 111. 

(BiO)yC Oy Ausscheidung von Bi Gesamttagesmenge 
Nt Appliketion = D*t¥™ ite dite hte Taek 
1] sg | 6—7.00.) — |211mg! — |1850ccm| Verstoptung 
2) — 7— 8.1L 16942 3,73 , | 406g) 600 , 
3; — 8—O2L)| — 2.04 , — | 900 , : 
— 9—10.11I. 780g 152 , 87,2g¢ 1440 , 
5) — 10—IL ITT. 82641mg 106 , 284g 122 , 
6) — |1L—12. TIL.) 86,54 , (061 , | 27,1g/|1100 , 
7 — 12.—13. III. 12,27 Spuren | 27,.9¢ 1140 , 
8 — 13.—14. ITT. 31,61 » | 412g |1020 , 
9| — |4—165.ITI.| 9,63 0 | 225g¢/| 730 , 
0} — |6—17.1L)| — o | — |e , 7 


Durch die Freundlichkeit des Direktors der hiesigen Universitits- 
hautklinik, Herrn Prof. Dr. W. Lutz, und seines Oberarztes, Herrn 
Dr. Brack, sind wir in die Lage gekommen, auch die Ausscheidung 














244 = Hz. Miiller u. L. Kiirthy: Untersuchungen iiber Wismut. IV. 


zweier Patienten zu untersuchen, die lingere Zeit subkutan Oleo- Bi 
erhalten hatten, und zwar erhielt Patient Z. (45 Jahre, Lues III, Tabes 
incipiens) vom 13. November 1923 bis 7. Januar 1924 fiinfzehn Am- 
pullen ,,Oleo-Bi“ = 1,5 g Wismut, der andere, V. (35 Jahre, Lues I), 
vom 26. Dezember 1923 bis 16. Januar 1924 0,8 g Wismut, am 29. Ja- 
nuar 0,1 g Wismut und am 31. Januar 0,1 g Wismut ebenfalls als 











,,Oleo-Bi™. 
Tabelle IV. 
tae ee | Gesam ’ A i i | Bi i de 

el: ee ten? 4 ee | SRR SERS | wen 

| I in com in ccm Menge pro die 

| | 

1] Z.. 18. I. 1150 1000 161 | 1,84 
| FSP 19. I. 2600 =—s«1000 12 6 | «3,18 
3/L....] 2 1200 =| ~—s 1000 imo lt ta 

1,84) | ’ 
4 L.. 24. I. 880 880 1,62 (F250) 1,62 
5|| L.. 25. I. 1840 | 1000 hk ae 
6|| L.. 27. I. 18909 =| 1000 142 | 2,65 
7 L.. | 28.1. 1410 | 1000 2,60 | 3,67 
8] L.. 29. I. 1840 =| = 1000 2,97 5,47 

2 (2.19 

9) L.. 30. I. 730 | 7300 | 1,60 ( 600) 1,60 
10 L.. 31.1. 1140 1000 1,06 121 
11} Z.. 1. IL. 1940 1000 0,71 1,38 
12\| L.. 4.—7. II. 3180 =—s«é10000 Spur — 
13, V. 17.1. 1850 | 1000 1,33 2.41 
4 V. 18. I. 2450 | 1000 3,51 8,58 
15 V. 30.1. | 2140 | ~ 1000 1,85 3,96 
16 V. 31.1. | 2300 1000 )6=— | O65 |i 


Die von uns durchgefiihrten Harnuntersuchungen zeigten, dab 
die Wismutausscheidung sich noch wochenlang nach der letzten Injektion 
fortsetzt, und zwar in recht erheblichem Grade. Wir weisen z. B. darauf 
hin, daB der Patient L., der seine letzte Ampulle am 7. Januar erhalten 
hatte, erst am 29. Januar den Héchstwert von etwa 54 mg im Harn 
zeigte, wihrend bei dem zweiten Patienten, der am 29. Januar z. B. eine 
Ampulle erhalten hatte, in den darauffolgenden Tagen nur knapp 4 mg 
im Harn erschienen. Die Wismutausscheidung zeigt also nach sub- 
kutaner Zufiihrung eine ausgesprochen langgezogene und unregel- 


m&Bige Kurve. 











Uber die Quellen 
des Wachstumsmaterials der bésartigen Geschwiilste. 


Von 
Ernst Freund und Gisa Kaminer. 


(Aus dem pathologisch-chemischen Institut und der Geschwulststation der 
Krankenanstalt Rudolfstiftung Wien. 


(Eingegangen am 8. Mai 1924.) 


Bei der groBen Spanne Zeit, die seit unserer letzten Publikation 
verflossen ist, scheint es uns nétig, bevor wir auf die Darstellung unserer 
letzten Untersuchungen eingehen, kurzgefaBt die Reihenfolge der 
Erkenntnisse wiederzugeben, die sozusagen den fortlaufenden Faden 
unserer Untersuchungen gebildet haben. 

Wir sind davon ausgegangen, daB, gleichviel, welche Ursache 
letzten Endes das Carcinom haben mag, die Mitarbeit des Organismus 
unbedingt nétig erscheint, weil, abgesehen von den Einzelbeispielen 
einer Disposition hierfiir, selbst im befallenen Organismus nach Radikal- 
operation und vieljahrigem Stillstand ein Auftreten der Rezidive zu 
dem Schlu8 zwingt, daB der Organismus bis zu diesem Wiederauftreten 
der Rezidive einen Widerstand zu leisten imstande war. Wir haben, 
um einen Anhaltspunkt dafiir zu gewinnen, ob solche Kriifte existieren, 
und wo sie zu suchen sind, die isolierten Carcinomzellen als Priifungs- 
objekt benutzt, um aus ihrer Zerstérung oder Erhaltung zu konstatieren, 
ob in irgend einem Untersuchungsmaterial ein Carcinom férderndes 
bzw. hemmendes Prinzip vorhanden ist. Wir haben mittels dieser 
Reaktion feststellen kénnen (1) (2) (3), daB ein Unterschied besteht 
zwischen dem Serum Normaler (Carcinomfreier) und Carcinomatéser. 
Wir haben feststellen kénnen, da8 Normalserum nicht nur eine Substanz 
besitzt, die Carcinomzellen zu lésen imstande ist, eine Substanz, die 
dem Carcinomserum fehlt, sondern da®B das Carcinomserum eine ganz 
neue pathologische Substanz besitzt, die nicht nur die zerstérende 
Substanz zu neutralisieren imstande ist, sondern sogar die Carcinom- 
zellen gegen die Zerstérung durch relativ groBe Mengen Normalserum 
zu schiitzen vermag. 

Wir haben in Fortfiihrung dieser Versuche feststellen kénnen, 
daB Substanzen solcher Wirkung auch in den Organen (10) des Normalen 
bzw. entsprechend der Carcinomkranken sich nachweisen lassen, da 
in Extrakten normaler Organe ein reichliches Zerstérungsvermégen 
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sich nachweisen lieB, wihrend in Organen Carcinomatéser ein davon 
verschiedenes Verhalten besteht. 

Wiahrend im Carcinom (nicht zerfallenes Gewebe) selbst, wie in 
den Muttergeweben von Carcinom, zerstérende Wirkung sich nicht 
nachweisen laBt, kann man in den Organen, die nicht an Carcinom 
erkrankt sind, doch dem carcinomatésen Organismus angehéren, im 
Frihstadium ein Zerstérungsvermégen nachweisen, wihrend es im 
Spiatstadium des Carcinoms erloschen ist. 

Uberdies zeigt der Carcinomtumor selbst, sowie das Mutterorgan, 
in seinen Extrakten sogar die Fahigkeit, die Carcinomzellen vor der 
Zerstérung durch Normalserum zu schiitzen. 

Es hat sich also eine vollkommene Gegensitzlichkeit im chemischen 
Verhalten gegeniiber Carcinomzellen zwischen dem normalen und dem 
an Carcinom erkrankten Organismus zeigen lassen. 

Diesen Gegensatz dirfen wir nach weiteren Untersuchungen als 
einen spezifischen ansehen, weil sich diese Zerstérung bzw. Schutz- 
fahigkeit gegeniiber anderen Organzellen nicht nachweisen lieB. Es 
hat sich auBerdem ein eklatanter Unterschied zwischen Carcinom und 
Sarkom ergeben. 

Normalserum zerstért sowohl Carcinomzellen als auch Sarkom- 
zellen. Carcinomserum, das Carcinomzellen schiitzt, verhalt sich voll 
standig anders den Sarkomzellen gegeniiber, da es diese nicht nur 
nicht schiitzt, sondern wie ein Normalserum Sarkomzellen sogar zerstért. 
Sarkomserum schiitzt die Sarkomzellen, zerstért aber die Carcinomzellen. 

Aber selbst diese spezifische Gegensatzlichkeit bot fir sich allein 
keinen Beweis fiir die Annahme, da8 sie eine Disposition des Orga- 
nismus fiir die bésartigen Geschwiilste darstellt. 

Die Fortfihrung unserer Untersuchungen hat aber eine Reihe 
von Stiitzpunkten fiir die Annahme einer Disposition mit sich gebracht. 
Einer der wichtigsten Griinde hierfiir scheint uns der Nachweis, daB 
an jenen Organstellen, die als pridisponierend fir das Carcinom gelten, 
wie z. B. chronische Ulcera ventriculi, crucis usw., sich kein Zerstérungs- 
vermégen fiir die Carcinomzelle nachweisen lieB, also sich in diesen 
Fallen schon vor dem Auftreten des Carcinoms eine der fiir das Carcinom 
charakteristisch gefundenen Anderungen einstellt (10). Ein weiterer 
Hinweis hierfiir war die Beobachtung, daB unter von auBen her herbei- 
gefiihrten Verhiltnissen, die das Auftreten eines Carcinoms begiinstigen, 
wie z. B. toxischer Réntgenbestrahlung (6) und Teereinwirkung (9), 
das Verschwinden der normalen zellzerstérenden Substanz (Normal- 
séure) im Experiment nachgewiesen werden konnte. 

Wir glauben mit Riicksicht auf diese Befunde von einer lokalen 
Disposition sprechen zu diirfen, wobei wir diesen Begriff nicht als 
vage Bezeichnung dafiir gebrauchen, daB dafir irgend ein begiinstigendes 
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Moment besteht, sondern indem wir ganz bestimmte Verhiiltnisse 
prizisieren, welche darin bestehen, da die zum normalen Zellzustand 
gehérende, Carcinomzellen zerstérende Normalsiure, die sozusagen den 
Grenzschutz der normalen Zellen bildet, an diesen Stellen nicht vor- 
handen ist. Die Art und Weise dieses Mangels kann, wie unsere Beob- 
achtungen zeigen, entweder durch einen chronischen Reiz oder durch 
toxische Einfliisse, eventuell durch Vermittlung derzeit unbekannter 
Lebewesen hervorgerufen sein. 

Die Existenz einer solchen Stelle ist noch nicht imstande, aus 
sich allein heraus den Organismus zu vergiften, d. h. ihn carcinomatés 
zu machen, denn die Ubertragung des Carcinoms selbst, das man doch 
als eine solche Stelle katexochen ansehen muB, ist nur beim an Carcinom 
erkrankten Organismus méglich (Metastasen), wihrend beim gesunden 
Organismus mit Ausnahme der so geringen Anzahl der disponierten 
Tiere (Impfung) dies nicht méglich ist. 

Allerdings ist so ein Tumor eine Stelle, bei der ein groBer Verbrauch 
der Normalsiure stattfindet, wie unsere Versuche zeigten, in denen 
wir diese zellzerstérende Substanz des Normalserums durch Carcinom- 
extrakte neutralisierten, d. h. unwirksam machten (4)(13). Dieses 
Verhalten bildet die wissenschaftliche Erklirung fiir die Erfahrung, 
daB oft die Totalexstirpation der Weiterbildung des Carcinoms ein 
Ende macht, wibrend auch nur ein kleiner zuriickgebliebener Rest 
die Rezidive beschleunigt ; bildet doch ein solcher restierender Carcinom- 
bestandteil, wie erwihnt, eine Stelle, die fortwihrend die normale 
Saéure in groBen Mengen absorbiert und die Umgebung dadurch in 
relativ kurzer Zeit zur Umwandlung in ein Carcinom disponiert. 

Gerade der Umstand, daB® selbst die Ubertragung eines solchen 
lokal schidigenden Carcinoms nur bei bestimmten Organismen Carcinom 
nach sich zieht, zwingt zu der Annahme, daB nebst dieser lokalen 
Disposition etwas im Organismus sein muB, das zur lokalen Disposition 
unterstiitzend hinzutreten muB, um zu bewirken, daB im Organismus 
die loka] erkrankte Stelle zum Carcinom fihren kann. 

Nun hat uns die Untersuchung der lokal erkrankten pradisponierten 
Stellen (10) erkennen lassen, daB wohl die Normalsiure in ihren Zellen 
verschwindet, daB aber die spezifisch carcinomatése Substanz, das 
pathologische Nucleoglobulin (4), im wesentlichen in ihr nicht erzeugt 
werden kann. 

Es ist nach dem Hinweis, daB das Carcinom nicht als Ursache 
des Vorhandenseins des pathologischen Nucleoglobulins aufgefabt 
werden kann, eine naheliegende Annahme, daB diese Erzeugung, die 
die allgemeine Disposition darstellen wiirde, vom Gesamtorganismus 
selbst ausgeht, und es entstand dadurch das Bestreben, die Quelle 
dieser spezifischen Substanz zu erforschen. 
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Bevor wir darauf niaher eingehen, seien noch Beobachtungen 
erwahnt, die unsere Dispositionsannahme wesentlich stiitzen. 

Erstens scheint die Beobachtung Hirschfelds, der durch Trankung 
des Impfmaterials mit Normalserum ein wesentlich geringeres Impf- 
resultat beim Miausecarcinom nachweisen konnte, zweitens die Beob- 
achtung Rhoda Erdmanns (17), die bei Reinplantationen nur dann 
Tumoren erzeugen konnte, wenn das Explantat lingere Zeit hindurch 
im Plasma von tumorkranken Tieren geziichtet wurde, und schlieBlich 
auch die Verhaltnisse bei der natiirlichen Disposition fiir das Carcinom 
beim Alter mit unseren Befunden im Einklang zu stehen. 

Das normale Serum eines erwachsenen Menschen Ja8t sich auf 
die Halfte verdiinnen, ohne daB es seine Zerstérungskraft verliert. 

Das Serum von Séuglingen (14) (ein Alter, in dem Carcinom zu 
den gréBten Rarititen zihit) kann man 20- bis 25fach verdiinnen, 
ohne daB es seine Zerstérungsfihigkeit verliert. 

Das Serum im Greisenalter (14) biiBt schon bei Halbverdiinnung 
seine Zerstérungsfahigkeit ein. Um Irrtiimern vorzubeugen, sei besonders 
darauf hingewiesen: Qualitativ besteht kein Unterschied in der Zer- 
stérungskraft des normalen Serums gegeniiber Carcinomzellen in den 
verschiedenen Lebensaltern. 

Die Reaktion als solche bleibt bei carcinomfreien Individuen bis 
ins héchste Greisenalter bestehen. Nur quantitativ bei Verdinnungs- 
proben lat sich ein Absinken von 25fach tiber der Norm bis ',fach 
unter der Norm konstatieren. Das abnorm hohe Zerstérungsvermégen 
im Séuglingsalter scheint mit dem Vorhandensein der Thymus (15) (16) 
im Zusammenhang zu stehen, da sich erstens ein sehr hohes Zerstérungs- 
vermégen der Thymus, zweitens experimentell die Beeinflussung der 
Zerstérungsfaihigkeit des Serums durch Thymus im Tierexperiment 
nachweisen lieB. 

Eine naheliegende Entscheidung, ob die fiir das Carcinom charak- 
teristische, Carcinomzellen schiitzende Substanz eine Folge des 
Carcinoms sei oder demselben vorangehe, schien die Untersuchung 
des Serums vor und nach Radikaloperationen zu bieten. Das Resultat 
dieser Untersuchungen war, daB in allen Fallen — Monate bis Jahre 
nach der Operation — im rezidivfreien Stadium das Schutzvermégen 
des Serums solcher Patienten erhalten blieb (4). Befunde, die den 
SchluB erlaubten, daB das Vorhandensein der schiitzenden Substanz 
im Serum vom Vorhandensein des Tumors unabhingig sein kann. 
Immerhin mu8 man im Zeitalter der Immunreaktion daran denken, 
daB das Vorhandengewesensein des Carcinoms so ein Verhalten nach 
sich ziehen kénnte. 

Es muBte ein anderer Weg gesucht werden. Diesen Weg hat uns 
die Zellreaktion gewiesen. Wenn das Normalserum die Carcinomzellen 



































n 


1 
L 
l 





Wachstumsmaterial der bésartigen Geschwiilste. 249 


durch Lésung zerstérte, so lag es nahe, daB das Carcinomserum in seiner 
gegensatzlichen Fahigkeit zum Aufbau beitrigt, und wir haben niher 
nachgesehen, ob das Schutzvermégen des Carcinomserums nicht darin 
seinen Grund habe, daB zwischen Carcinomserum und Carcinomzelle — 
der Gegensatz der Lésung — die Bildung eines Niederschlages statt- 
finde. Die vorgenommenen Untersuchungen haben ergeben, daB 
Extrakte von Carcinomgeweben mit Carcinomserum Triibungen er- 
geben (2) (5) (11). 

Diese Triibungen sind spezifisch, da das Sarkomserum wie auch 
die Sera anderer Kranker und Gesunder nicht nur solche Triibungen 
mit Carcinomextrakten nicht herbeizurufen imstande sind, sondern 
sogar solche Triibungen wieder in Lésung bringen kénnen. 

Mit der Erkenntnis dieser Triibungsreaktion wurde uns die ,,Car- 
cinomzellschutz“reaktion zu einer Materialaufbaureaktion und unsere 
Arbeitsrichtung dahin gelenkt, ob dieser Aufbau dem wesentlichen 
Charakteristikum des bésartigen Wachstums entspreche, daB es 
atypisch und einseitig sei. 

Um die Frage, inwieweit diese Triibungsbildung einem Aufbau- 
mechanismus entspriche, zu entscheiden, haben wir weitere Versuche 
angestellt, ob Carcinomgewebe zugefiigte Nahrsubstanzen in gleich- 
artiger oder einseitiger Weise aufgenommen werden. 

Eine Méglichkeit klarer Erkenntnis hierfir bot sich uns in der 
Gegeniiberstellung von diesbeziiglichen Carcinom- und Sarkomzellen- 
wirkung (4). Wenn man Carcinom- und Sarkomzellen getrennt, aber 
in voéllig gleichen Nahrlésungen, in denen ihnen Kohlehydrate, Pepton, 
Nuclein, Lecithin zur Verfiigung stehen, einige Stunden beléBt, dann 
kann man einwandfrei feststellen, daB im Gegensatz zum Verhalten 
normaler Zellen die Carcinomzellen hauptsichlich Kohlehydrate, die 
Sarkomzellen hauptsichlich Pepton anziehen und in sich festlegen. 

Diese Zelltatigkeit l4Bt sich auch an den T'umorenextrakten nach- 
weisen (4). 

Wenn wir die vorhin erwahnten Triibungsversuche zwischen 
Tumorextrakt und Serum anstellten, nachdem wir den Seris vorher 
die gleichen Nahrlésungen zugefiigt hatten, so gingen in den Nieder- 
schlag bei Carcinom Kohlehydrate, in den Niederschlag bei Sarkom 
Pepton besonders reichlich hinein. 

Es zeigt sich demnach bei diesem SubstanzaufbauprozeB ein spezi- 
fisches, einseitiges, atypisches Selektionsvermégen fiir Ndhrstoffe. 

Einen noch weiteren Einblick in die Empfindlichkeit und den 
Weg dieser spezifischen Selektion lieferte das Verhalten normaler 
und carcinomatéser Sera gegeniiber reinen und mit carcinomatéser 
Extrakt- oder Darmsiure (7) verinderten Glykogenlésungen. 
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Reine Glykogenlésungen bleiben im Normalserum unverindert, 
im Carcinomserum werden sie verzuckert und weiter zerstért. Glykogen- 
lésungen aber, die vorher mit Extraktsiure von Carcinomen behandelt 
sind, werden von normalem Serum verzuckert und bleiben im Carcinom- 
serum unveriandert; d. h. im strikten Gegensatz zum normalen Ver- 
halten wird normales Glykogen vom Carcinomserum zerstért, das 
spezifisch veranderte Glykogen aber fiir die weitere Zellverwendung 
unabgebaut erhalten. 

In diesem Beispiel erscheint nun die materielle Grundlage dafiir 
gegeben, daB das Wachstum bei den Geschwiilsten einen Gegensatz 
zum Gedeihen des anderen Organismus bildet. Das normale Glykogen, 
ein Baustein normalen Gewebes, wird vorzeitig zerstért, das patho- 
logische Glykogen bleibt erhalten. 

Mit dem Nachweis dieses atypischen und einseitigen Verhaltens 
bei Substanzaufbauprozessen wurde die Frage nach der Ursache und 
der Quelle dieser Verainderung zur wichtigsten Aufgabe. 

Kritisch betrachtet, konnte man allerdings sagen: dieser einseitige, 
pathologische Substanzaufbau ist eine Folge der Vergiftung durch 
das Carcinom ; die Saiure stammt aus dem Carcinom und macht patho- 
logische Verkniipfungen des dem Aufbau zustrémenden Aufbaumaterials. 

Die Beriicksichtigung aller Verhiltnisse lehrt uns aber anderes, 
und insbesondere lehrreich sind in dieser Frage die klinischen Ver- 
hiltnisse beim Osophaguscarcinom. 

Es wird keinem Widerspruch begegnen, wenn wir darauf hinweisen, 
daB beim Osophaguscarcinom sowohl an und fiir sich, wie in seinen so 
seltenen Metastasen ein weitaus geringeres Carcinomgewebsmaterial 
produziert wird, als gerade bei gut genahrten anderen Carcinomkranken. 

Wenn aber eine solche Umbildung des Kérpermaterials zum 
Material fiir Carcinom erfolgen kénnte, dann miifBte das insbesondere 
beim stenosierenden Osophaguscarcinom der Fall sein, wo besonders 
reichlich Kérpereiwei8 zum Einschmelzen gelangt. Nun ist aber 
zweifellos, daB gerade beim stenosierenden, also hungernden Osophagus- 
carcinom selbst bei viel monatlichem Bestande die Tumoren klein 
sind, wihrend andererseits groBe Tumoren durchweg nur bei gut er- 
haltener Ernihrung zu sehen sind. Das lat den wichtigen SchluB zu, 
daB das Carcinom sich nicht aus dem iibrigen Kérpermaterial sein 
Aufbaumaterial priiparieren kann, sondern daB dieses Material aus der 
AuBennahrung stammen muB. 

Als einen weiteren Gegengrund miissen wir anfiihren, daB das Auf- 
treten der Rezidive noch nach Jahren nach der Radikaloperation 
dazu zwingt, anzunehmen, dab die Vergiftung es allein nicht sein 
kann, die das Auftreten des Carcinoms hervorrufen kann. 
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Wir miissen demnach schlieBen, daB, wenn im Serum mit Sub- 
straten des carcinomatésen Organismus die Bildung von spezifischen 
Fallungen bzw. Aufbaukomplexen beobachtet werden kénnen, die 
Ursache derselben nicht in der Wirkung von Produkten des Tumors 
allein, sondern vielmehr in Stoffwechselvorgingen des Organismus zu 
suchen sind. 

Sucht man nun im carcinomatésen Organismus in den verschiedenen 
Organen nach Quellen dieser Materia peccans — und wir haben dies 
in eingehendster Weise getan —, so findet man solche Hinweise hierfiir 
nur an jener Stelle, die den bedeutendsten Anteil fiir das Material der 
Wachstumsvorgiinge tiberhaupt hat — im Innern des Darmlumens (7). 
Zu den Momenten, die uns dazu fiihrten, bei Erzeugung dieser Sub- 
stanzen an die Darmtatigkeit zu denken, gehéren auch die Erfahrungen, 
die wir tiber die Entstehung der Globuline tiberhaupt besitzen. 

Beziiglich der Globuline liegen zwei hierher gehérende Tatsachen 
vor: erstens die Verminderung der Globuline des Serums im Hunger- 
zustande (18), zweitens die Vermehrung der Pseudoglobuline bei Durch- 
blutungsversuchen des gefiitterten Darms (19). 

Durch diese Befunde, die dartun, daB die Vermehrung bzw. die 
Verminderung der Globuline des Serums durch eine Darmfunktion 
beeinfluBt werden kann, wurden wir veranlaBt nachzusehen, ob die 
funktionelle Tatigkeit des Darms bzw. die Art der Verarbeitung der 
Nahrsubstanzen auf die Bildung der spezifischen Euglobuline auch 
EinfluB haben kann. 

Bevor wir unsere diesbeziiglichen Versuche anstellten, haben wir 
zunichst nachgesehen, ob gegeniiber Carcinomgeweben Darminhalts- 
extrakte analog dem Serum ein verschiedenes Verhalten zeigen, je 
nachdem, ob sie vom carcinomatésen bzw. vom normalen (d. h. carcinom- 
freien) Menschen stammen (7). 

Wie eingangs erwaihnt, gibt Carcinomserum mit Carcinomextrakten 
spezifische Triibungen. Diese Triibungsreaktion wahlten wir zu unseren 
Untersuchungen. 

Von der Uberlegung ausgehend, da8 es sich nur um Substanzen 
handeln kann, die leicht durch die Darmwand diffundieren, stellten 
wir Versuche an, in denen wir die in Rede stehenden Substanzen des 
Carcinomdarms auf Serum einwirken lieBen und priiften, ob und in- 
wiefern Serum nach dieser Einwirkung sich biologisch verindert. 


Versuchsanordnung. 

Der Diinndarminhalt frischer Leichen wurde bei schwach saurer 
Reaktion aufgekocht und, da es sich um leicht diffusible Substanzen 
handelte, das nur wenig triibe Filtrat zur Reaktion verwendet. In 
planparallelen gleich groBen Kiivetten wurden von diesen Darmfiltraten 
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einerseits 10 Tropfen zu 2 ccm Carcinomserum gegeben und eine Stunde 
bei 40° im Brutschrank belassen (Probe 1), andererseits 10 Tropfen 
Kochsalzlésung zu 2 ccm Carcinomserum gegeben und gleichfalls eine 
Stunde bei 40° im Brutschrank belassen (Probe 2). Mit diesen Proben 
stellten wir in der tiblichen Weise die Triibungsreaktion mit Carcinom- 
extrakten an. 

Wahrend Carcinomextrakt mit der Probe 2 eine Triibungsreaktion 
von normaler Intensitaét ergab, zeigte der Carcinomextrakt mit der 
Probe 1 eine weitaus intensivere Triibung. 

Dieses Resultat aber schien uns nicht einwandfrei, weil uns die 
Triibung interessierte, die zwischen Carcinomextrakt und dem durch 
Carcinomdarm veranderten Serum stattfindet, in unserer obigen 
Versuchsanordnung die Wirkung des Carcinomdarms allein die ver- 
stirkte Triibung vorgetéuscht haben konnte. 

Um diese Fehlschliisse auszuschalten, haben wir die Versuchs- 
anordnung folgendermaBen geandert. 

Einerseits haben wir eine Mischung von 10 Tropfen mit Carcinom- 
darmfiltrat beschicktem Serum (2 ccm Serum auf 10 Tropfen Carcinom- 
darmextrakt) + 2cem Carcinomextrakt neben einer Mischung von 
10 Tropfen Serum, die durch Carcinomdarminhalt verandert waren, 
und 2cem Kochsalzlésung in gleich groBen planparallelen Kivetten 
aufgestellt ; hinter die erste Mischung gaben wir in eine Kiivette 2 ccm 
Kochsalzlésung, hinter die zweite Mischung eine Kiivette mit 2 ccm 
Carcinomextrakt, so daB wir auf beiden Seiten Serum, Carcinomdarm- 
inhalt und Kochsalzlésung in gleichen Mengen hatten, nur mit dem 
Unterschied, daB auf der einen Seite Serum und Carcinomextrakt auf- 
einander einwirken konnten, da sie gemischt, auf der anderen Seite ge- 
trennt waren, also ohnechemische Wirkung aufeinander blieben, so daB der 
Effekt dieser Einwirkung auf die Triibung beim Vergleich gelingen muBte. 





Schema. 

1. 10 Tropfen durch Carcinom- 2. 10 Tropfen durch Carcinom- 
darm verandertes Serum + 2ccm darm verindertes Serum + 2 ccm 
Carcinomextrakt. Kochsalzlésung. 

2ecm Kochsalzlésung. 2 ccm Carcinomextrakt. 


Die Proben wurden eine Stunde bei 40° belassen. 


Bei dieser Versuchsanordnung glauben wir den Fehler der Eigen- 
triibung ausgeschaltet zu haben, da das Licht in beiden Proben alle 
drei Substanzen in derselben Konzentration passieren und somit bei jeder 
Art Triibung zum Ausdruck kommen muBte, ob sie durch eine Eigen- 
tribung oder durch einen erzeugten Niederschlag hervorgerufen werde. 

Auch bei dieser Versuchsanordnung zeigte es sich, daB das durch 
filtrierten Carcinomdarmextrakt veranderte Serum eine prazipitierende 
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Wirkung auf Carcinomextrakt ausiibte. Wir haben uns in einer groBen 
Reihe von Fallen tiberzeugt, daB dieser Befund ein konstanter ist. 


Tabelle I. 





Triibungen von Triibungen von 
Carcinomextrakt Crcinomextrakt 





Carcinomserum Carcinomdarm Carcinomextrakt nom ray te mee 
von von von + Carcinom: comem 4 Damen 
serum extrakt 
Uterus-Care. . 4. “ 
Magen-Care. . , + fp 4. -} 
Uterus-Care. . { Leiche, Care. | ee + hehe 
Magen-Care. vom 12. IT. Goue. sect - + +++ 
Magen-Carec. . . . re éiald 
Lippen-Care. . + abn he abe 
Uterus-Care. . be is 
Rectum -Care. . a | Carcinoma - “+ + + 
Magen -Carc. vous 1. Ta | mamae f Beale ole abe 
Magen-Carc. eer re ay 
Magen-Care. . + +++ 
Rectum-Care. . | , ‘ Metastatische a ++ 
Care. branchi . ee Driisen vom + ra i ae 
Care. mamae . | acseneeieial | Care. rect. - iid 
Care. uteris . rs ey 
Urerus-Carc. - | Leiche, Care. ) Lebermeta- + +++ 
sod ced mamaen stasen vom ¥ oy 
Magen-Care. . + dn dheds 
‘ vom 14. ITT. | Care. mamae . 
Care. laryng. . +} 44> 
Care. ventr. . | Leiche, Metastatische + ofp fe ofp 
Care. rect. . Care. ventr. } Driisen vom os +++ 
} vom 2. We Care. ventr. + os 


Care. penis . 


Zum sicheren Nachweis, daB es bei diesen Triibungen sich um die 
von uns schon friiher gefundenen Substanzen handelt, haben wir bei 
einem Carcinomserum, von dem uns gréBere Mengen zur Verfiigung 
standen, die Euglobulinmengen vor und nach der Einwirkung von 
Carcinomextrakt gepriift. 

Es hat sich im Natriumcarbonatauszug der Euglobulinaussalzung 
eine Vermehrung dieses Euglobulinanteils um 0,02 bis 0,04 g in 100 ccm 
Serum ergeben. 

Wir standen also vor der Tatsache, daB im Carcinomdarminhalt 
sich spezifische Substanzen nachweisen lassen, welche nach ihrer Ein- 
wirkung auf Sera die Eigenschaften vermehren, die wir fiir das Carcinom 
als charakteristisch anzusehen gelernt haben. 

Die Feststellung einer Vermehrung einer bereits vorhandenen 
Substanz legte es uns nahe, nachzusehen, ob carcinomatéser Darminhalt 
nur im Carcinomserum diese Vermehrung hervorrufen kann, oder 
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auch diese spezifischen Substanzen im Normalserum, das an und fiir 
sich soleche Substanzen nicht besitzt, direkt erzeugen kann. 

In der oben beschriebenen Weise wurde nun normales Serum mit 
carcinomatésem Darminhalt beschickt und nach einstiindigem Be- 
lassen dieser Mischung im Brutschrank bei 40° C mit dem so veranderten 
Serum in ganz analoger Weise die Triibungsreaktion angestellt. 

Wie aus folgender Tabelle hervorgeht, ist carcinomatéser Darminhalt 
imstande, normales Serum, das an und fir sich keine Triibungsreaktion 
gibt, derart zu verindern, daB es nach Einwirkung von Carcinomdarm- 
inhalt den Carcinomextrakt prizipitierte, d. h. wie ein Carcinomserum 
sich verhalt. 

Damit schien uns der Beweis erbracht, dab eine Ursache der 
Anderung des pathologischen Verhaltens des Carcinomserums in Vor- 
gingen des Carcinomdarms zu suchen sei. 

Unsere fritheren Versuche lieBen schlieBen, daB im Carcinomdarm 
ein vom normalen Darm verschiedener fermentativer bzw. bakterieller 
Vorgang besteht, durch welchen Substanzen entstehen, die durch 
ihren Eintritt in das Serum die Reaktion gegeniiber Carcinomzellen 
vermehrten bzw. erst hervorrufen. 

Ohne auf die Art dieses Vorganges einzugehen und ohne Ent- 
scheidung dariiber, welcher Art letzten Endes er ist, schien es uns 
wichtig, jene Bedingungen festzustellen, welche die Produktion dieser 
,,Materia peccans begiinstigen bzw. hemmen. 

Der Weg hierzu schien uns am einfachsten dadurch gegeben, dab 
wir zuniichst nachsahen, welche Nahrungsmittel die Produktion be- 
giinstigen. Dabei leitete uns folgende Uberlegung: Wenn die Substanz 
nur durch Sekretion in den Darm ausgeschieden wird, so kénnte bei 
der Zufiigung von Nahrungsmitteln dieselbe nicht vermehrt werden. 
Wenn aber die Entstehung der Substanz eine Folge pathologischer 
Abbauvorgiinge im Darm ist, so kénnte eine Vermehrung konstatierbar 
sein. Als Repriisentanten der verschiedenen Gruppen der Nahrungs- 
mittel haben wir versucht, einerseits Wittepeptonlésung, andererseits 
Butter, Starkekleister und Kohlehydrate zum Darminhalt vor seiner 
Priifung hinzuzufiigen. 

Wir haben also zu je 5cem Darminhalt 5ccm Milch, Kleister, 
Butter, Kohlehydrate zugefiigt, mit Vaselin tiberschichtet, 24 Stunden 
stehengelassen und die Proben nach Abheben der Vaselinschicht auf- 
gekocht, mit etwa 10 ccm Wasser nachgewaschen, das Filtrat mit 
Na,CO, neutralisiert und nun schlieBlich durch Zufigung von zwei 
Tropfen 10proz. Cl,Ca-Lésung und vier Tropfen 10 proz. phosphorsauren 
Natrons einen Calcium-Phosphatniederschlag erzeugt, bei dessen Ab- 
filtrierung sich ein klares Filtrat ergab. Von diesem Filtrat wurde 
lcem zu 1 ccm Serum gegeben und eine Stunde bei 40° stehengelassen. 
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Tabelle 11. 
Triibungen _ Triibungen mit 
Normalserum (carcinomfrei) von } mit eg 
I Carcinomextrakt Carcinomdarminhalt 
ee ee _ ++ 
BE ci ge OE — ++ 
DT Shs 65-4 406 6 6 #6 6 _ + 
I Ts. sw «Se % — te 
RE kh kg on oe ee — + 
Ae — 
Tbe. pulmonum, fieberfrei. . .. . + 
Gonorrhée, fieberfrei ....... + 
EE eee eee _— ++ 
Nephritis chronica. ........ — + 
Artritis rheumatica ........ — > 
Diabetes mellitus ......... — + 
Nephritis acuta .......... _ + 
ttc ei ho kos = & © > a — ++ 
Dress OU Seow — os 
PT ee ee — + 
i ee ete ad oe — +4 
rc . "<<. 5 se Se 6 —- a 
EE ND dies oS PS’ IS -- + 
EE a ee a _ + 
Ne Be i a ai ee ot — + 
Lymphomeata colli. ........ ++ 
ee eee ee _ + 
ESOT TS ++ 
eS . a oe ke 6 Le — + 
SE Rees SS Se! Ge VS _— + 
Rheumatiomus ..,.....2..-. — + 
ed ian te 6 rhe — + 
te. 2 6G ss 44 24h oS — 


Das Ergebnis dieser Impfungen war folgendes: In den Kleister- 
proben war die Reaktion nur wenig different von der Reaktion der 
nativen Stuhlproben, in der Milchprobe und Butterprobe war die 
Reaktion eminent verstirkt; in der Peptonprobe fehlte sie giinzlich. 


Wir haben nach dieser kardinalen Feststellung eine Reihe von 
verschiedenen Nahrungsmitteln in der beschriebenen Weise daraufhin 
gepriift, wie sie diese Substanzproduktion beeinflussen und insbesondere 
einerseits nach Nahrungsstoffen gesucht, die das wesentliche Material 
fiir die Erzeugung dieser Substanz darstellen, andererseits nach solchen, 
die eventuell die Produktion der Materia peccans zu hemmen vermégen. 

Tabelle III soll eine Reihe solcher Versuche illustrieren. 

Da es sich um Hunderte gleichsinniger Versuche handelt (die Ver- 
suche erstrecken sich auf etwa 9 Jahre), haben wir davon abstehen 
miissen, alle einzeln in Tabellenform hier wiederzugeben und geben 
nur eine tabellarische Ubersicht. 
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Tabelle 111. 
Anzahl der Stark Positi Kei 
7 i t iti ‘ositive eine 
Nahrungsmittel Carcinos “ Fribung Tribung + || ‘Tribung Aufhellung 
matoser +++ | 
OO 102 84 17 1 ] 
rr 102 te) 6 12 90 
Mageres Rindfleisch . . 76 0 ) 66 10 
ee ees ae 78 ” ] 60 18 
OS ee a 102 96 4 6 4 
SIP eS Tes 56 7] 7) 13 43 
Schweineschmalz ... 102 60 38 6 6 
Traubenzucker .... 86 “ 6 80 Gl) 
Rohrzucker ...... 96 7] 79 17 @] 


Aus Tabelle III ergibt sich im wesentlichen, daB vor allem die 
EiweiBkérper und ihre Abbauprodukte kein Material fiir die Erzeugung 
dieser ,,Materia peccans“ geben, dab die Gruppe der Kohlehydrate 
zum Teil sich neutral verhalt — Rohrzucker eher unterstiitzend —, 
so daB jedenfalls eine auffallende Differenz zwischen Rohr- und Trauben- 
zucker zu konstatieren war. Auch die Fette zeigen ein differentes 
erhalten. Wahrend tierische Fette exzessive Vermehrung hervor 
rufen, blieb die Reaktion mit Ol negativ. SchlieBlich hat sich gezeigt, 
daB insbesondere Palmitin jene Substanz war, welche das reichliche 
Substrat fiir die Erzeugung dieser Substanz ergab. Palmitinsiure bzw. 
palmitinsaures Natron konnte das Palmitin nicht ersetzen. Vorlaufig 
auffallend bleibt das Verhaltem der Eier. Wiahrend bei Eidotter eine 
negative Reaktion zu erzielen war, war die Reaktion des EiereiweiBes 
positiv; Ovomucin war an dem Ausfall dieser Reaktion unbeteiligt. 

Kontrolluntersuchungen mit nicht carcinomatésem Darminhalt 
haben uns iiberzeugt, daB ein aihnliches Verhalten nach Zusatz von 
Nahrungsmitteln nicht zu konstatieren war. 

Besonders lehrreich waren Versuche, die wir mit Dinndarminhalt 
von Sarkomkranken anstellten. Sie ergaben durchaus negatives Ver- 
halten den Carcinomextrakten gegeniiber, sowohl allein wie nach 
Zusatz aller oben angefiihrten Nahrungsmittel. 

Somit scheint es uns berechtigt, in dieser Reaktion ein spezifisches 
Verhalten des carcinomatésen Darminhaltes anzunehmen. 

So interessant uns diese Versuche erschienen, so muBten wir uns 
doch sagen, daB wir in denselben nur das Vorhandensein einer Substanz 
nachgewiesen hatten, die spezifische Triibungen mit Carcinomextrakten 
hervorzurufen imstande war, die wir wohl analog anderen Versuchen 
als Materia peccans anzusehen gelernt haben. 

Doch besagen die Versuche nichts direkt tiber den Einflu8 dieser 
Substanz auf die Carcinomzelle selbst. 
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Wir sind nun einen Schritt weiter gegangen und haben nach- 
gesehen, wie sich Darminhaltextrakt bzw. mit Nahrungsmitteln be- 
schickter Darminhalt gegeniiber der Zerstérung bzw. dem Schutz der 
Carcinomzelle selbst verhalten. 

Es ergab sich eine neue Versuchsreihe, bei der wir Darminhalts- 
extrakte in der vorher beschriebenen Weise mit Nahrungsmitteln 
beschickten und die resultierenden Fliissigkeiten in bezug auf ihr 
Zerstérungsvermégen bzw. ihr Schutzvermégen der Carcinomzelle 
gegeniiber priiften. 

Dabei ginge:‘ wir folgendermaBen vor: Die Darmfiltrate wurden 
in der tblichen Weise mit den vorher erwihnten Nahrungsmitteln 
gemischt und unter VaselinabschluB 24 bis 48 Stunden belassen, 
hierauf wurden Proben zentrifugiert, das Vaselin abgehoben und mit 
den resultierenden mehr oder minder klaren oberen Schichten der 
,,Lésungs“- bzw. der ,,Schutz“versuch mit Carcinomzellen angestellt. 

In mehreren 100 Versuchen, die wir im Laufe der Jahre gemacht 
haben, und die eine tigliche Arbeit in unserem Institut wurden, hat 
sich gezeigt, daB sowohl Diinndarm- wie Dickdarminhalt Carcinomatiéser 
(auch Stithle, wenn sie frisch erhiltlich waren) durch Belastung mit 
einer Milchfett enthaltenden Lésung ein reichliches Schutzvermégen 
fir Carcinomzellen erzeugt. 

Es war durch diese Versuche der direkte Nachweis erbracht, daB 
durch gewisse Darmvorgiinge des carcinomatésen Organismus Sub- 
stanzen erzeugt werden, die nicht nur Material zum Wachstum des 
Carcinoms liefern kénnen, sondern daB auch diese Substanzen die 
Carcinomzelle zu schitzen vermégen. 

Dieses Ergebnis wurde um so bedeutungsvoller, als die Unter- 
suchung normaler Darminhalte unter ganz gleichen Verhiltnissen 
nicht nur kein Schutzvermégen, sondern die Existenz einer zellésenden 
Substanz nachweisen lieB') (selbstverstindlich wurden die Zellpriifungen 
bei Ausschlu® jeglicher Bakterienwirkung angestellt). 

Das spezifische Verhalten lieB sich dadurch erhirten, daB sich 
nachweisen lieB, daB dieselben Extrakte unter ganz gleichen Versuchs- 
bedingungen weder den verschiedensten Organzellen noch Sarkom- 
zellen gegeniiber ein Lésungsvermégen zeigten. 

Analog der Triibungsreaktion haben wir auch mit Sarkomdarminhalt 
analoge Zellversuche angestellt. Das Resultat war folgendes: 

Sarkomdarminhalt schiitzt Sarkomzellen, zerstért Carcinomzellen, 
laBt Organzellen unbeeinfluBt. 


1) Die an anderer Stelle naher zu beschreibenden chemischen Unter- 
suchungen haben die ,,Normaldarmsubstanz** als gesi&ttigte Dicarbon- 
saure C,,H;.0,, die ,,Carcinomdarmsubstanz“ als ungesittigte Dicarbon- 
séure C,,H,,0, erkennen lassen. 


17* 
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Es ergeben sich also eine Reihe von neuen Erkenntnissen. 

Die Verdauungsvorginge der bésartigen Tumoren Carcinomatéser 
und Sarkomatéser unterscheiden sich von den normalen in einer spezi- 
fischen Weise. Spezifisch deshalb, weil sie nicht nur einen Unterschied 
darstellen gegeniiber dem normalen, sondern auch deshalb, weil die 
Carcinomatésen vom Sarkomatésen sich unterscheiden, spezifisch 
auch deshalb, weil Substanzen dabei erzeugt werden, welche einen 
spezifischen EinfluB8 dadurch zeigen, daB sie die betreffenden Zellen 
vor Zerstérung durch Normalsiure schiitzen; spezifisch auch deshalb, 
weil sie mit Substanzen des Serums Verbindungen eingehen, die eine 
besondere Elektion gegeniiber Bestandteilen der Carcinomzelle haben, 
so daB sie zu Triibungen bzw. zu héheren Komplexen mit deren Ex- 
trakten zusammentreten. Diese Substanzen lassen sich auch auBerhalb 
des Organismus zur Vermehrung bringen dadurch, da8B wir Darminhalt 
des malignen Tumortragers auf Niahrflissigkeiten tiberimpft haben, 
wobei es von kardinaler Wichtigkeit war, von welcher chemischen Art 
diese Nahrflissigkeit war. Es hat sich ein spezifischer Unterschied 
gezeigt zwischen Carcinom und Sarkom, indem bei Carcinom als 
wichtigste Quelle der Materia peccans Palmitinsiure, bei Sarkom 
Pepton sich ergab. Die Entwicklung der pathologischen Substanzen 
ist sehr von den Milieuveriinderungen abhangig, so daB das Zufiigen 
anderer Substanzen ihre Entwicklung hemmen kann, wie z. B. durch 
reichlichen Peptonzusatz die Entwicklung der carcinomférderlichen 
Substanz gehemmt werden kann. 


Zusammenfassung. 


Diese Untersuchungen haben folgendes Resultat gehabt. 

In normalem Darminhalt entsteht, insbesondere bei Verdauung 
von Fetten, eine gesiittigte Dicarbonsiure — ,,Normaldarmsiure —, 
welche ein ahnliches Zerstérungsvermégen fiir Carcinomzellen besitzt 
wie die Normalsiure des Serums. 

Im Darminhalt des Carcinomatésen ist unter gleichen Bedingungen 
das Entstehen dieserSaure nicht zu konstatieren, dagegen entsteht eine un- 
gesiittigte Dicarbonsiure, welche gleich dem Carcinomserum die Carcinom- 
zellen vor der Zerstérung durch das Normalserum zu schiitzen vermag. 

Diese Eigenschaft des Carcinomdarms ist spezifisch. Carcinomdarm 
schiitzt nicht Sarkomzellen, sondern nur Carcinomzellen. 

Im Gegensatz dazu schiitzt Sarkomdarm ausschlieBlich Sarkomzellen. 

So auffallend diese Differenz ist, so konnten diese Verhiltnisse 
entgegen unserer Ansicht derart aufgefaBt werden, daB diese so wichtige 
Substanz vom Serum ins Darmlumen auf Umwegen der Sekretion 
des Organismus gelangen, also eine Folge des Carcinoms waren. Diese 
Auffassung konnte durch den Nachweis widerlegt werden, daB sich 
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durch Darminhalt des Carcinomatésen auch auBerhalb des carcino- 
matésen Organismus die Erzeugung dieser Substanz erzielen labt. 

Dieser Nachweis hat sich durch Versuche erbringen lassen, die 
gezeigt haben, daB sich auch in der Eprouvette solche Carcinomzellen 
schiitzende Substanzen durch Einwirkung von carcinomatésem Darm- 
inhalt auf Fette, insbesondere auf Palmitin, stark vermehren bzw. 
erzeugen lassen, daB dagegen EiweiB- bzw. Peptonreichtum der Ent- 
stehung dieser Substanz hinderlich ist. 

Auch die Fette verhalten sich nicht gleichartig; so ist mit Hilfe 
des Oles die Substanz nicht zu erhalten. 

Wir miissen also annehmen, daB jene Substanz, die wir nicht nur 
als eine charakteristische Schutzsubstanz der Carcinomzelle, sondern 
auch als das wichtigste Substrat der Aufbauvorgiinge, wie sie in der 
Carcinomzelle vor sich gehen, erkannt haben, im Darm des Carcino- 
matésen erzeugt wird, und zwar aus derselben Substanz, aus der im 
normalen Darm eine Substanz hervorgeht, die Carcinomzellen zerstért. 
Es ist also im Darm des Carcinomatésen eine Anomalie nachgewiesen, 
die unabhangig von der Existenz des Carcinoms eine Lipoidsubstanz, 
die als Grenzschutz der normalen Zelle angesehen werden mu, an 
ihrer Entstehung verhindert und an Stelle derselben eine pathologische 
Substanz erzeugt, die erstens die Wirkung der normalen Saure neutra- 
lisiert, und zweitens als ungesittigte Fettsiure sich mit Globulinen 
verbindet, die mit Kohlehydraten Materialkomplexe fiir das Wachstum 
des Carcinoms aufbauen. 

Diese Tatsachen erscheinen uns deshalb so bedeutungsvoll, weil 
sie vor allem eine Analogie bilden zu der wesentlichen klinischen Er- 
scheinung des Carcinoms, daB nimlich die normalen Zellen zugrunde 
gehen und eine pathologische Zelle zur gleichen Zeit wuchert; eine 
Analogie, die darin besteht, daB durch pathologische Darmverdauung 
das Material fir die normale Zelle vernichtet wird, wihrend durch 
pathologische Tiatigkeit im Darm pathologisches Zellersatzmaterial 
geschaffen wird. In dieser Anderung des Zellmaterials scheint uns die 
faBbare Grundlage fiir die Disposition des Carcinoms gelegen. 

Trotz dieser auf dem Boden von Tatsachen gewonnenen Fest- 
stellungen sind wir uns klar dariiber, daB ein Nachweis in der Reihe 
unserer Versuche fiir die Disposition von uns noch nicht erbracht ist. 

Es ist uns noch nicht gelungen, diesen Zustand experimentell 
als Vorbedingung fiir die Entstehung des Carcinoms zu erweisen. Es 
kann kein Zweifel sein, daB solche Versuche durchgefiithrt werden sollen. 

Wenn wir aber den jetzigen Stand unserer Erkenntnisse fiir sehr 
bedeutungsvoll halten, so geschieht dies aus folgender Uberlegung. 

Wenn man auch unseren Ausfithrungen einwenden kénnte, dab, 
trotzdem wir eine Materia peccans im Darm gefunden haben, trotzdem 
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diese Materia peccans normales Serum so veriindert, daB es vom Carcino- 
matésen nicht zu unterscheiden ist, daB das wirkliche Geschehen im 
Organismus nicht damit nachgewiesen sei, so ist etwas in unseren Er- 
kenntnissen tiber jede Diskussion erhaben; es ist der Nachweis, dab 
bei Verdauungsvorgingen des carcinomatésen Darms die Entstehung 
der normalen ,,Darmsiiure*‘ verandert ist, und es ist zweifellos, dal 
geeignete Nahrmateriale die Anomalie beseitigen kénnen. 

Wenn die erste Tatsache notwendigerweise den Boden fiir einen 
Gewebswechsel schafft, indem sie einen normalen Zellgrenzschutz 
beseitigt, so zeigt uns die zweite Erkenntnis den Weg, auf dem die 
weitere Forschung sich wird bewegen miissen. 

Denn welches Mittel immer gegen die Tumoren zur Anwendung 
gekommen ist, und wenn es noch so zerstérend auf den vorhandenen 
Tumor wirken mag — das Unheimliche dieses Leidens besteht in dem 
Rezidiv ; und indem die Quelle fiir die Wiederschaffung des krankhaften 
Materials gedrosselt wird, ist das hinweggeriumt, was den Organismus 
von seinem Stoffwechsel aus fiir das Carcinom disponiert. 
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Untersuchungen iiber den EinfluG der Art der Gewinnung 
auf die EiweiSkonzentration des Serums. 


Von 
Alfred Gromelski, Konigsberg (Pr.). 
(Aus der medizinischen Universitaétsklinik zu Kénigsberg i. Pr.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1924.) 


Alle Untersuchungen des Blutes, die sich nicht auf die Form- 
elemente beziehen, werden mit geringen Ausnahmen am Serum an- 
gestellt. 

Man hat sich daran gewéhnt, im Rahmen mancher Fragestellungen 
die im Serum vorgenommenen Untersuchungen ohne weiteres auf das 
Gesamtblut zu iibertragen. Da® dies zu Trugschliissen fihren kann, 
hat sich wohl am deutlichsten in der Geschichte des Albumosennach- 
weises im Blute gezeigt. Von den verschiedensten Untersuchern wurden 
jahvelang im Serum nur Spuren von Albumosen nachgewiesen. Man 
hatte daraus den SchluB gezogen, da8 im kreisenden Blute nur ver- 
schwindende Mengen von Albumosen vorkommen. Erst die Unter- 
suchungen von Sharsky (1) ergaben das iiberraschende Resultat, dai 
Albumosen in nicht unbetriichtlicher Menge, an die Blutkérperchen 
adsorbiert, im Blute kreisen. 

Es ist darum nicht nur nicht zulissig, aus dem Serum gewonnene 
Untersuchungsbefunde ohne weiteres auf das Gesamtblut zu_iiber- 
tragen, sondern es hat sich in neuester Zeit gezeigt, daB die auf ver- 
schiedene Art gewonnenen Sera nicht absolut identifiziert werden 
diirfen. 

Serum gewinnt man meistens durch spontanes Gerinnen von Blut, 
wobei es durch die Retraktion des Blutkuchens ausgepreBt wird. 

Da man das Serum als Blutflissigkeit ohne Fibrinogen auffassen 
mu8, kann man es auch auf andere Weise gewinnen. Man trennt auf 
irgend eine Art vor der Gerinnung die kérperlichen Bestandteile des 
Blutes vom Plasma, l4Bt in diesem durch spontane Gerinnung das 
Fibrinogen als Fibrin ausscheiden und erhilt so ebenfalls Serum. Da 
man hierzu die vorzeitige Gerinnung des Blutes durch Zusatz gerinnungs- 
hemmender Stoffe oder durch komplizierte Technik (Arbeiten mit 
paraffiniertem Instrumentarium) verhindern muB, wihite man all- 
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gemein zur Serumgewinnung die erstgenarnte einfachere Methode, 
zumal man annahm, dab bei der Blutgerinnung der Blutkuchen das 
Fibrin, etwas Serum und die Blutkérperchen in unverandertem Zu- 
stande enthalte, daB also zwischen dem Vollblutserum und dem Plasma- 
serum kein Unterschied bestehe. Man glaubte eben, das Vollblut- 
serum erfiille die Forderung, nichts anderes als Plasma minus Fibrinogen 
zu sein. 

Wenn diese Annahme richtig ist, dann ist natiirlich gegen die 
bisherige Serumgewinnung auch zu quantitativen Bestimmungen nichts 
einzuwenden. Falls die Annahme jedoch falsch ist, dann kann man 
nur solches Serum einwandsfrei nennen, das durch Gerinnung von 
Plasma entstanden ist. 

In der Tat hat Leendertz (2) zuerst nachgewiesen, daB die Ge- 
rinnung bei Anwesenheit von Blutkérperchen nicht ohne EinfluB auf 
das Serum ist, und daB auf verschiedene Art gewonnene Sera nicht 
als identisch zu betrachten sind. 

Die zu seinen Versuchen angewandte Methode war kurz folgende: 


Methodik. 

Nach kurzer Stauung wurde die Kubitalvene mittels einer innen 
paraffinierten Kaniile punktiert. Etwa 20cem Blut wurden unbenutzt 
ablaufen gelassen, um méglichst die Blutverinderung, die durch die 
Stauung hervorgerufen war, zu beseitigen. Dann wurden 5 ccm in einem 
Réhrchen a, weitere 10 ccm in einem ausparaffinierten Zentrifugenglas b 
und schlieBlich 5 ccm in einem Réhrchen ec aufgefangen. Die Proben a 
und ¢ wurden der Gerinnung iiberlassen, b wurde mit mittlerer Umdrehungs- 
geschwindigkeit zentrifugiert. Nach Absetzen der Blutkérperchen wurde 
ein Quantum von dem Plasma mit paraffinierter Pipette abgehoben, in 
ein Réhrehen gebracht und der Gerinnung iiberlassen. SchiieBlich wurden 
die drei Sera mittels des Pulfrichschen Refraktometers auf ibren pro- 
zentualen EiweiBgehalt untersucht. Die Proben a und c ergaben dabei 
geniigend gute Ubereinstimmung der Resultate. 


In einer Reihe von Versuchen fand er, daB der EiweiBgehalt des 
aus Vollblut gewonnenen Serums durchweg niedriger ist als derjenige 
von Plasmaserum. Die Differenzen der Refraktometerwerte schwankten 
zwischen 2,5 und 0,8 Einheiten und dementsprechend der prozentuale 
EiweiBwert zwischen 0,54 und 0,17 Proz. Rechnet man diese Eiweib- 
werte in prozentualen Wassergehalt um, so erhilt man Werte zwischen 
6,1 und 2,1 Proz. So viel Wasser miiBte also das Vollblutserum mehr 
enthalten als Plasmaserum. 

Starlinger (3) hat diese Angaben nachgepriift mit folgender Me- 
thodik : 


Methodik. 
Blutentnahme durch Punktion der Armvene, méglichst ohne Stauung, 
mittels paraffinierter Kaniile und Spritze. Gewinnung von Vollblutserum 
durch Spontangerinnung des einen Teiles des Spritzeninhaltes, Gewinnung 
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von Plasmaserum durch Abzentrifugieren der Blutkérperchen des zweiten 
Teiles der Blutprobe in einem paraffinierten Zentrifugenglas, Abpipettieren 
des Plasmas und Gerinnung desselben. 


Er ist bei seinen Versuchen zu folgenden Resultaten gekommen: 
Von 48 Untersuchungen fielen 22 wie die Versuche von Leendertz aus, 
jedoch war die Differenz in der Mehrzahl der Fille kleiner als 0,5, 
12 Untersuchungen lieBen jede Differenz vermissen, wihrend in 14 Fiillen 
das Vollblutserum sogar einen héheren EiweiBwert aufwies als das 
Plasmaserum, und zwar betrug die Differenz in einzelnen Fallen — 0,6 
bis — 1,4. 

Wegen dieser abweichenden Befunde wurde der Vorgang mit 
einer neuen Methode nachgepriift, die durch Verzégerung der Gerinnung 
und exakte Durchmischung eine genau gleichmaBige Zusammensetzung 
des Ausgangsmaterials fiir beide Serumarten garantiert. 


Methodik. 


0,5 cem einer (3,5proz.) isotonischen Natriumcitratlésung wurden in 
einer Spritze aufgesogen, aus der Kubitalvene 2,5 ccm Blut nach kurzer 
Stauung nachgesogen, Blut und Citratlésung in der Spritze gemischt, 
dann durch Zusatz von 0,6 ccm einer (1,28proz.) isotonischen Calcium- 
chloridlésung das Blut-Citratgemisch recalcifiziert und in der Spritze gut 
gemischt. Die eine Halfte dieses Blut-Citrat-Calciumgemisches kam in ein 
Réhrchen a, die andere Hilfte in ein paraffiniertes Zentrifugenglas. Nach 
kuizem Zentrifugieren mit mittlerer Umdrehungsgeschwindigkeit wurden 
etwa zwei Drittel des Citrat-Calciumplasmas mit einer Pipette abgehoben 
und in ein Réhrehen b gebracht. Die sedimentierten Blutkérperchen 
wurden dann mit dem Plasmarest durchgemischt und kamen in ein 
Réhrechen c. Alle drei Arten: Citrat-Calciumblut, Citrat-Calciumplasma 
und Citrat-Calcium-Restblut wurden darauf der Gerinnung iiberlassen. 
SchlieBlich wurden die so gewonnenen drei Sera mit Hilfe des Pulfrich- 
schen Refraktometers untersucht. 

Von der Citrat- und Calciumlésung wurden bei einigen Versuchen 
abweichende Mengen verwandt, da jeweils in Vorversuchen deren optimales 
Verhiltnis bestimmt wurde, welches die Gerinnung erst nach etwa 15 Minuten 
einsetzen lieB. 


Mit dieser Methodik wurden an 58 Fillen Versuche angestellt 
und die in Tabelle I wiedergegebenen Resultate erzielt. 


Aus dieser Tabelle ist ersichtlich, daB simtliche Versuche 
héhere EiweiBwerte im Plasmaserum ergaben, bis auf einen (Nr. 57), 
der eine geringe negative Differenz von —0,1 R aufweist. Dieser 
geringe Unterschied von 0,1 fallt aber in den Bereich der Ablesungs- 
fehler. Bei einem zweiten Falle (Nr. 58) mit einer groBen negativen 
Differenz von —0,75 war Himolyse eingetreten, so daB dieser Fall 
von vornherein ausscheidet. Zwei Versuche gaben keine Differenz, 
neun Fille hatten eine Differenz iiber 1,0, fiinf Fille zwischen 1,0 
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Tabelle I. 
a b c a b c 

Se ag | de) Diffe Dif Sala, Se Diffee _ Diffe. 
Ne 28/83/82) rene | rene |Nr1 22/25) S2 rene — renz 

$#) 38) 5%) ve | v- 22/35/32) we | we 

R=/R=/{R=]  FRoei R=zi R= 
1 4325 465 — +325) — |30 443 4455 442 +025 +035 
2 65 40,5 — +185 — 31 38,65 38,9 386 +025 +03 
3416 433 405 +1,7 |+28 ]32 4665 469 4655 +025 +035 
4 43,1 4475 4245 + 165 +23 [33 42,95 43,15 425 +02 +0,65 
5 40,7 42,35 4035 + 1,65 + 2,0 [34 419 421 4185 +02 +025 
6 44,1 456 (44.25)+15 +4 1,35]35°413 415 412 +02 +03. 
7 49,95 51,15, — +12 — |36 46,15 46,35 458 +02 +055 
8 47,1 48,25 47,0 + 1,15 + 1251/37 47,7 47,9 477 +02 +02 
9/4285 440 4265 + 1,15 + 135]38 53,1 533 531 +02 +02 
10 41,55 42,45 41,25 +09 + 12 [39 47,7 47.9 — +0,2 _— 
11/473 |482 | — |+09| — |40\5065\508 — \+02 — 
12 4245 43,15 426 +0,7 + 0,55]41 45,6 45,75 455 +0,15 + 0,25 
13 43,35 43,9 43,35 + 0,55 + 055/42 4495 45.1 4485 +0,15 + 0,25 
14 45,15 45,65/44.75 +05 +09 ]43 41,1 4125 410 +015 + 0.25 
15 41,75 422 41,75 +045 +045/44 491 4925 49,15 +015 +01 
16 46,85 47,3 | 46,7 |+045'+06 ]45 4195 421 — 401 — 
17 439 4435/4415 +045'4+02 146 49.7 498 496 +01 +02 
18 41,75 42,15 | 41,95 +04 | +02 ]47 4845 4855 483 +401 + 0,25 
19 48.25 48,65/482 +04 4045/48 40,15 4025 401 +401 +015 
20 44,1 4445/443 /+035'+ 0,1 [49 44,85 44.95 4495 +0,1 +00 
21 42,9 43,25 428 |+035'/+ 045/50 448 449 447 +01 +02 
22 434 43,75 43,25 + 0,35 +05 [51 50,15 502 498 +0,05 +04 
23 43,15 43,5 | 434 | + 035/401 152 47,25 473 — +005 — 
24 45,0 45,35 4485/+035/+05 153 465 4655 — +005 — 
25 42,45 42,8 42,45) +035 + 035/54 461 4615 — +0,05 _ 
26 449 45,2 448 +03 +04 155 515 515 515 +00 +00 
27 48,7 490 485 +03 +05 [56 413 413 41,1 $00 +02 
28 49,85 50,15 49851403 +03 [57 4265 4255 4255 —0,1 +00 
29 481 4835 47,9 +025 +0.45/58 47,7 4695 — —075 ~~ — 


und 0,5, der Rest lag zwischen 0,5 und 0,05. Wiirde man diese Werte, 
um einen Vergleich mit den von Leendertz und Starlinger gefundenen 
Resultaten zu erhalten, noch mit dem entsprechenden Verdiinnungs- 
faktor multiplizieren, der nach der jeweils gewahlten Menge von Zusatz- 
flissigkeit zwischen 1,4 und 2,0 schwankte, so wiirden sich noch gréBere 
Differenzen ergeben. 

Aus den Untersuchungen geht also hervor, da8 Vollblutserum 
bis auf die drei Fille durchweg einen niedrigeren EiweiBgehalt oder, 
mit anderen Worten, einen héheren Wassergehalt hatte als Plasma- 


serum. 
Es ist nun die Frage, wodurch dieser Unterschied hervorgerufen 
werden kann. 
Es kénnte erstens eine Verdiinnung des Vollblutserums vorgetduscht 
sein durch die Besonderheit der Methodik, zweitens kann, falls diese 
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Ursache auszuschlieBen ist, ein durch den Gerinnungsvorgang bedingter 
Wasseraustritt aus den Blutkérperchen stattfinden, wie Leendertz 
annahm. 

Zu der vorgenannten Methode kénnte der Einwurf gemacht werden, 
daB nicht Nativblut, sondern mit Salzlésungen verdiinntes Blut ver- 
wendet wurde. Natiirlich sind Salzlésungen, wenn sie nicht genau 
isotonisch sind, nicht indifferent fir das Blut. Bei diesen Versuchen 
ergab die Kryoskopie nach Beckmann bei beiden Lésungen eine Gefrier- 
punktserniedrigung von —0,56°. Die Lésungen waren also isotonisch. 
Andererseits andern sich jedoch die Lésungen mit der Zeit etwas in 
ihrer Konzentration. Es ist also streng genommen keine Lésung auBer 
dem Plasma isotonisch. Es wird daher bei allen sogenannten isotonischen 
Salzlésungen ein geringer Wassersalzaustausch zwischen Plasma und 
Blutkérperchen stattfinden. Da diese Abweichung von der Isotonie 
und der damit theoretisch zu postulierende Austausch aber geniigend 
groB ist, um sich bei der Refraktometerbestimmung praktisch aus- 
zuwirken, kann nach den spiter angefiihrten Versuchen mit hypo- 
und hypertonischen Lésungen so gut wie vollstandig ausgeschlossen 
werden. Denn diese stark anisotonischen Lésungen (Schwankungen 
der Salzkonzentration von | Proz.) hatten eine Differenz von héchstens 
1,2 R-Einheiten zur Folge. Die hier angefiihrten Versuche wurden 
im iibrigen aber an demselben Blut-Salzlésungsgemisch angestellt, so 
d«B der Austausch von Wasser ohne EinfluB ist. Es kénnte dann noch 
der Einwand gemacht werden, daB das zur Gewinnung von Plasma- 
serum abpipettierte Plasma nur kurze Zeit (5 bis 10 Minuten) mit 
den Blutkérperchen in Berihrung gewesen ist und der etwaige Aus- 
tausch von Salzen und Wasser in dieser Zeit noch nicht beendet war, 
-wihrend im Vollblut durch Osmose gréBere Veriinderungen des Serums 
innerhalb von | bis 2 Stunden eintreten kénnten. Um diesen Einwand 
zu widerlegen und die Frage zu lésen, welche Zeit vergeht, bis die 
Osmose praktisch beendet ist, wurden folgende Versuche gemacht : 


Methodik. 


10 ccm Blut wurden mit einer Spritze aus der Kubitalvene entnommen, 
5cem einer 3proz. hypotonischen Natriumcitratlésung nachgesogen, beides 
in der Spritze gut gemischt und in zwei Teile geteilt. Der eine Teil wurde 
sofort zentrifugiert und das Plasma refraktometriert. Der andere Teil 
wurde 2 Stunden stehen gelassen und dann in derselben Weise das Plasma 
untersucht. Dabei war das Citratplasma in dem ersten Teile 5 bis 10 Minuten 
mit den Blutkérperchen in Beriihrung, also ebensolange Zeit wie das in 
den vorigen Versuchen zur Gewinnung von Plasmaserum verwandte Plasma. 

Eine zweite Versuchsreihe wurde in derselben Weise mit Blutproben der 
gleichen Personen angestellt, nur wurde statt der 3proz. Citratlésung eine 
4proz. hypertonische gewahlt. 


Je fimf Fille von beiden Versuchsarten ergaben folgendes: 
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Tabelle II. 
I. 3proz. Citratlésung. 


Fall 1 sofort untersucht: RPI = 41,5, nach 2 Stunden RPI = 41,5 
os 9 99 » 240,565 , 2 ee » = 40,55 
oie = “ » = 42,35 , 2 - » = 42,35 
— Tw Pe — —_——e . » = 41,6 
as Se - oo ae oe ~ > = 43,6 

Il. 4proz. Citratlésung. 

Fall 1 sofort untersucht: RPI] = 42,7, nach 2 Stunden RP! = 42,7 
awe és — =-—iae | 3 i o» = 41,65 
3 * 9 » = 43,55 , 2 ” » = 43,5 
pe Binge - » = 42,50 , 32 a » = 42,45 

5 - ~~ » = 44,6 —— oe = 44,55 


Aus den Resultaten ersieht man, daB die Osmose, praktisch ge- 
nommen, in wenigen Minuten beendet sein muB, daB also der zuletzt 
gemachte Einwand nicht berechtigt ist. 


Ferner kénnten Unterschiede im EiweiBgehalt von Plasmaserum und 
Vollblutserum dadurch hervorgerufen werden, daB die verschiedenen 
Blutproben nicht gleichzeitig entnommen werden kénnen. In der zwar 
kurzen Zeit zwischen dem Fiillen des ersten Réhrchens zur Bestimmung 
des Vollblutserums und dem Fiillen des Zentrifugenglases zur Gewinnung 
des Plasmaserums kann ein Einstrom von Gewebsfliissigkeit in das Venen- 
system erfolgen, der allein schon die Differenz zwischen Plasmaserum und 


Voliblutserum erklaéren kénnte. 

hat, um diese Méglichkeit auszuschalten, den EiweiSgehalt 
des Voliblutserums in zwei Blutproben bestimmt, die vor und nach der- 
jenigen zur Gewinnung des Plasmaserums entnommen waren. Diese beiden 
Vollblutsera gaben immer gut iibereinstimmende Resultate, die weit unter 
den Werten fiir Plasmaserum lager. 

Bei der Methodik von Starlinger und auch bei der zu dieser Arbeit 
angewandten Versuchsanordnung fallt der vorher genannte Einwand fort, 
weil simtliche Bestimmungen von einer Blutmenge aus erfolgten. 

DaB auch langes Zentrifugieren keinen Einflu8 auf den Wasser- 
gehalt der Blutkérperchen hat, ist bereits von Leendertz nachgewiesen. 

Da also eine durch die Versuchsanordnung vorgetduschte Ver- 
diimnung des Vollblutserums ausgeschlossen werden kann, diirfte ver- 
mutlich ein durch den Gerinnungsvorgang selbst bedingter Wasser- 
salzaustritt aus den Blutkérperchen die Ursache sein. Die immerhin 
mégliche Annahme einer absoluten Vermehrung des Eiweiigehaltes 
im Plasmaserum diirfte wenig Wahrscheinlichkeit fir sich haben, so 
daB zunichst eine Verminderung des EiweiBgehaltes im Vollblutserum 
in Betracht zu ziehen ist. Diese Verminderung miiBte dann wahr- 
scheinlich eine relative sein, indem bei der Gerinnung des Gesamt- 
blutes, wie oben gesagt, durch Wasseravstritt aus den Blutkérperchen 
das Serum verdiinnt wird. 
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Leendertz hat zunichst angenommen, daB bei der Gerinnung von 
Vollblut durch das Fibrinnetz Wasser mechanisch aus den roten Blut- 
kérperchen ausgepreBt wird. In diesem Falle wiirde der Vorgang 
wenigstens zum Teil abhingig sein miissen von der Zahl der Erythro- 
cyten, indem Vermehrung der Blutkérperchen eine gréBere Verdiinnung 
des Blutserums, Verminderung der Blutzellen dagegen eine geringere 
Verdiinnung des Blutserums zur Folge haben miiBten. Bei sicher 
sekundiren Aniimien (Fall 30, 35, 44, 47, 48 und 50) trifft dies auch zu. 
Zwei Fille von perniziéser Animie ergaben aber recht hohe Werte 
(Fall 12 und 18 mit +0,7 und +0,4). Andererseits ergab ein Fall 
von gutartiger Pylorusstenose (Nr. 14) mit Eindickung des Blutes 
durch Wasserarmut des Kérpers (7,1 Millionen Erythrocyten) die 
relativ kleine Differenz von + 0,5. 

Um diese Frage noch niher zu studieren, wurde von dem Rest- 
blute, das durch die Verminderung des Plasmas dem Blute einer Poly- 
cythimie ahnlich wird, nach Gerinnung der EiweiBgehalt des Serums 
in 47 Fallen bestimmt (s. in der Tabelle die Spalte ,,Restblutserum**). 

Es stellte sich dabei heraus, daB die EiweiBwerte des Restblut- 
serums mit zwei Ausnahmen, die eine Differenz vermissen lieben, 
stets kleiner waren als die EiweiBwerte des Plasmaserums, im Gegensatz 
zu mehreren Versuchen von Starlinger, bei denen das Brechungs- 
vermégen des Vollblutserumrestes entweder gleich oder sogar héher 
war als dasjenige des Plasmaserums. Gegeniiber dem Vollblutserum 
war der EiweiBwert des Vollblutserumrestes in 70 Proz. der Fille 
kleiner, in 17 Proz. gréBer, wihrend 13 Proz. keine Differenz zeigten. 

Aus allen diesen Versuchen erhailt man keinen sicheren AufschluB 
tiber die Frage, welchen Einflu8 die Zahl der roten Blutkérperchen 
auf den Wassersalzeinstrom in das Serum hat. Denn wir haben ja 
gesehen, daB bei (allerdings perniziésen!) Anamien groBe Differenzen, 
andererseits bei groBer Zahl von Erythrocyten geringe Differenzen 
bestehen kénnen. Allerdings kénnte neben der Zahl die GréBe, der 
Quellungszustand maBgebend sein. Ferner hat das Restblut nicht 
dieselbe Zusammensetzung wie das Blut einer Polycythimie, weil mit 
der Verminderung des Plasmas auch entsprechend viel Fibrinogen 
entfernt wurde. ; 

Und damit kommt ein weiterer Faktor hinzu, der auch von Leendertz 
schon in Betracht gezogen wurde, das ist die Menge des im Plasma 
vorhandenen Fibrinogens. Man kénnte sich namlich vorstellen, daB 
eine gréBere Fibrinogenmenge aus den Blutkérperchen bei der Ge- 
rinnung mehr Wasser auszupressen imstande wiire als eine geringere. 
Diese Verhiltnisse bediirfen noch der genaueren Untersuchung. 

SchlieBlich wire, wie oben gesagt, noch an die Méglichkeit zu 
denken, daB das Vollblutserum wirklich absolut eiweiBarmer ist, in- 
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sofern als gewisse EiweiBbestandteile des Plasmas im Blutkuchen 
durch Adsorptionsvorgange (etwa an den Blutkérperchen) festgehalten 
werden, wihrend dieser Vorgang beim Trennen von Blutkérperchen 
und Plasma durch Zentrifugieren verhindert wird. 


Zusammenfassung. 


Leendertz hat gefunden, daB der relative EiweiBgehalt des auf die 
iibliche Art aus dem Vollblut gewonnenen Serums niedriger ist als 
derjenige von Serum, das aus reinem Plasma fiir sich allein entstanden ist. 

Starlinger hat dies nachuntersucht und zum Teil die gleichen 
Resultate, zum Teil keinen Unterschied und in etwa einem Viertel 
der Faille umgekehrte Verhiltnisse gefunden. 

Es wurde daher diese Frage mit neuer Methodik unter méglichster 
Vermeidung von Fehlerquellen noch einmal gepriift, und es konnten 
die fritheren Befunde von Leendertz erneut bestitigt werden. Irgend- 
welche, tiber Vermutungen hinausgehende Griinde fiir dieses Verhalten 
und eine GesetzmaBigkeit in dem Grade der Differenz konnten bisher 
nicht gefunden werden. 


Literatur. 


1) Sbarsky, diese Zeitschr. 135, 1923. — 2) Leendertz, Deutsch. Arch. 
f. klin. Med. 140, 1922. — 3) Starlinger, diese Zeitschr. 140, 1923. 














Uber tryptische Verdauung bei schwacher Enzymkonzentration. 
Von 
Rudolf Ehrenberg. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Gdéttingen.) 


(Eingegangen am 8. Mai 1924.) 


In einer friheren Mitteilung!) wurde itiber Untersuchungen be- 
richtet, denen die Fragestellung zugrunde lag, ob und in welcher Richtung 
sich das proteolytisch wirkende Agens bei seiner Wirkung veriandert 
und ob diese etwaige Verinderung ein Teil des Wirkungsmechanismus 
sei. Es war aus den Ergebnissen gefolgert worden, daB diese Frage 
mit einiger Wahrscheinlichkeit bejaht werden kénne. 

Neuerdings hat J. Northorp*) die Grinde aufgefiihrt, welche 
gegen die Annahme der reinen Katalysatornatur der proteolytischen 
Enzyme, zumal des tryptischen, sprechen; ein Ausgehen von diesen 
Abweichungen verspricht tieferen Einblick in jene enzymatischen 
Prozesse. Northorps Untersuchungen betreffen vorzugsweise die Ent- 
stehung und Wirkungsweise ,,khemmender Substanzen“ bei der tryp- 
tischen Proteolyse. Er hat gezeigt, daB es sich dabei nicht um die 
einfache Hemmung des Substratzerfells durch die Zerfallsprodukte im 
Sinne des Gleichgewichtes ,,Substrat—Spaltstiicke“ handeln kann, 
sondern da8 die Hemmung an dem Enzym selbst angreift, und zwar 
im Sinne des Massenwirkungsgesetzes, bezogen auf ein Gleichgewicht 
,.Enzym—Hemmungskérper“. . Northorp erklart die Erscheinung als 
Entstehung einer Verbindung zwischen beiden Kérpern, die das Enzym 
unwirksam macht, er nimmt an, daB der Hemmungskérper aus dem 
Protein entsteht, er l4Bt die Méglichkeit, daB das Enzym selbst in den 
sich bildenden Hemmstoff einginge, unerértert. Im Zusammenhange 
mit unseren friiheren Untersuchungen war diese Méglichkeit sehr 
erwigenswert, es war weiter zu fragen: 1. ist die Entstehung des Hemm- 
kérpers ein Teil des enzymatischen Wirkungsvorganges selbst und 





1) Diese Zeitschr. 128, 431. 
2) Die Naturwissenschaften 1923. 
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nicht nur eine sekundire Folge der Substratspaltung/ 2. Beruht die 
Hemmung iiberhaupt auf der Bildung jener Verbindung mit dem 
Enzym oder stellt der Hemmungsstoff ein Endprodukt einer Reaktion 
dar, bei welcher das Enzym Reaktionsteilnehmer ist und an deren 
Ablauf die enzymatische Wirkung gebunden ist ‘ 

Fiir die letztere Form der reaktionskinetischen Hemmung spriche 
die Northorpsche Beobachtung, daB die hemmenden Substanzen zu- 
gleich einen relativen Schutz gegen die Hitzeinaktivierung des Enzyms 
darstellen, sowie daB auch inaktivierte Enzymlésung selbst hemmend 
wirkt. 

Die nachfolgenden Untersuchungen vermégen diese Fragen noch 
nicht endgiiltig zu entscheiden, sie stiitzen aber die Annahme, daB 
das Enzym sich bei der Wirkung verandert, daB also die proteolytische 
Wirkung nicht an einen chemisch-physikalischen Zustand ces Enzyms 
gebunden ist. 

Die Versuche wurden mit schwachen, zum Teil auBerst schwachen 
Enzymkonzentrationen ausgefiihrt, um die unkontrollierbaren Bei- 
mengungen der Enzympriaparate gegeniiber der Substratkonzentration 
zuriicktreten und die Vorgiinge langsamer ablaufen zu lassen. In 
einigen Fallen wurden auch Versuche mit Enzymlésungen ohne Sub- 
stratzusatz angestellt, natiirlich sind das keine ,,reinen‘* Enzymlésungen. 
Mehrfach wurde auch eine relative Reinigung, Konzentrierung des 
wirksamen Enzyms auf folgende Weise versucht: es hatte sich gezeigt, 
daB manche eiweiBdichte Pergamentmembranen fiir einen Teil des 
wirksamen Enzyms durchlissig waren, andere nicht; es wurde nun 
aus einer starkeren Trypsinlésung oder Trypsin-Caseinlésung ein wirk- 
sames Dialysat gewonnen und dieses dann einer zweiten Dialyse mit 
enzym-undurchlassigem Pergament zur Entfernung der Spaltstiicke 
unterworfen. Die verschieden vorbehandelten Lésungen wie auch die 
verschiedenen Ausgangspraparate — kiaufliches Pankreatin (Rhenania, 
Griibler, Réhm & Haas), selbstdargestelltes von Schwein und Hund — 
ergaben keine Unterschiede in den Versuchsresultaten. Auch die ohne 
Enzymzusatz in Caseinlésungen beobachtbaren proteolytischen Er- 
scheinungen (Robertson, Walter, Ehrenberg) glichen denjenigen in sehr 
schwach enzymhaltigen Lésungen. 

Zur Frage der Caseinautolyse. In der zitierten Mitteilung war die 
Beobachtung beschrieben worden, daB die schon von Robertson!) und 
spiter von Walter?) untersuchte Erscheinung einer spontanen Caseinolyse 
beschleunigt, im AusmaB gesteigert wurde und in vielen Fallen nach 
dem Caseinschwund noch Enzymwirksamkeit restieren lieB, wenn die 


1) Journ. of biol. chem. 2, 344, 1907. 
2) Ebendaselbst 12, 47, 1912. 
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Caseinlésung bei Bruttemperatur in Dialyseanordnung stand oder einer 
Filtration durch de Haensche Ultrafilter oder Papierbrei unterworfen 
war. In Gemeinschaft mit Dr. Ernst Loewenthal und unter weitgehender 
Variierung der Methode in Zusammensetzung und Vorbehandlung der 
Lésungen habe ich die Erscheinung in vielen hundert Versuchen 
studiert, ohne daB es gelang, sie sicher gleichmaBig zu reproduzieren. 
Es ergab sich, daB in der Mehrzahl der Fille eine zumindest partielle 
und mit der van-Slyke-Methode als Proteolyse erweisbare Abnahme 
des Caseins auftrat, daB andererseits ohne Dialyse oder Ultrafiltration 
an Caseinlésungen, die unter Toluol beliebig lange Zeit standen, niemals 
ein ahnlich weitgehender Caseinschwund beobachtet wurde. Es zeigte 
sich weiter, daB die Abnahme des Caseins bzw. die nach dessen Schwund 
restierende Enzymkraft stets zu einem Stillstand kam, also nicht — 
wie bei Bakterien zu erwarten wire — durch Uberfiihrung in neue 
Lésung sich fortsetzen lieB. Dagegen konnte oft durch abermalige 
Ultrafiltration, auch durch bakteriendichte Filter, die Proteolyse neu 
in Gang gebracht werden. 

Wiewohl diese Tatsachen gegen Bakterien als Ursache sprachen, 
so muBte doch die unvollkommene Reproduzierbarkeit diesen Verdacht 
immer wieder wachhalten. Wir haben darum einerseits Versuche mit 
Sterilisierung der Lésungen usw., andererseits bakteriologische Kontroll- 
untersuchungen angestellt. Von Anfang an waren die gebriiuchlichen 
Desinfizientien verwendet worden, zunichst neben dem Toluol auch 
Thymol und Chloroform, spiterhin, als unsere bakteriologische Unter- 
suchung den geringeren Wert der letzteren beiden Mittel gezeigt hatte, 
stets das Toluol. Ebenso sind die spiteren, hier allein verwerteten 
Versuche nur solche mit Ultrafiltration, die GefiBe wurden jedesmal 
sorgfaltig gereinigt, die Caseinlésungen wurden nach der Bereitung 
einige Zeit (meist eine Stunde), hiufig mehrmals auf 100° gehalten, 
dann reichlich mit Toluol beschickt. Vor der Filtration der Casein- 
lésung wurde oft eine Probe der Phosphatlésung ohne Casein durch- 
geschickt und damit ein Caseinverdauungsversuch angesetzt, er war 
stets negativ. Eine Reihe von Versuchen wurde mit Anwendung 
fraktionierter Sterilisierung dec Ausgangslésung, Dampfsterilisation 
der Geritschaften und Vergleichung filtrierter mit nicht filtrierten Proben 
durchgefiihrt, sie ergab ebenfalls teils positiven, teils negativen Befund. 

Der andere Weg der Kontrolle war der, da®B wir Uberimpfungen 
aus positiven wie negativen Lésungen machten und, im Falle dab 
Wachstum eintrat, einmal Reinkulturen herstellten, die wir auf ihre 
Wachstumsverhiltnisse und proteolytischen Fahigkeiten mit und ohne 
Desinfiziens untersuchten, sodann aus den Mischkulturen bakterien. 
freie Ultrafiltrate gewannen und auf proteolytische Enzyme priiften. 
Ein Beispiel mége den Gang der Versuche erliutern. 
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Aus einer wirksamen Lisung konnte durch Uberimpfen auf Agar eine 
Reinkultur des Kartoffelbazillus erhalten werden. 

Es wurden nun die Wachstumsverhiltnisse des Bazillus in Gegenwart 
oder Abwesenheit einiger Desinfizientien untersucht, folgende sterile 
Réhrehen wurden geimpft: 

10 cem Hefewasser (7,5 Proz.). 


10 ” ” + 1 ecem Toluol. 

10 ,, v + leem Chloroform. 

10 ,, p + 0,lcem Vucin (0,01 Proz.). 

10 ,, o + zwei kleine Kristalle Thymol. 
ae a + leem Toluol + 1 cem Chloroform. 
10 ” ” + 1 Proz. Casein. 

10 ,, an + 1 Proz. Casein + 1 cem Toluol. 


10 ccm alkalische anorganische Salzlésung mit Pepton: 0,65 Proz. 
NaCl, 0,1 Proz. NaHCOs, 0,01 Proz. KCl, 0,0065 Proz. CaCl,, 0,01 Proz. 
KH,PO,, 0,02 Proz. Na,HPO,, 0,5 Proz. Wittepepton. 

10 cem schwach saure (py, 6,9) Lésung: 0,5 Proz. NaCl, 0,0065 Proz. 
CaCl,, 0,012 Proz. Na, HPO,, 0,082 Proz. KH, PO,, 0,5 Proz. Wittepepton. 

Alle Impfungen doppelt, 35°. 

Nach 24 Stunden in Hefewasser, Hefewasser und Casein, alkalischer 
Salzlésung sehr gutss Wachstum, geringeres in der sauren Liésung und 
Hefewasser + Chloroform. 

Kein Wachstum in 4 Tagen in den Réhrchen mit Toluol, Toluol und 
Chloroform, Thymol, Vucin. Aus den Lésungen mit Thymol und Vucin 
in steriles Hefewasser iibergeimpft, ergab nach 24 Stunden reichliches 
Wachstum, ebenso trat in den Toluolréhrchen nach Verdunsten des Toluols 
Wachstum auf. Diese Mittel hemmen also das Wachstum des Bazillus, 
téten aber die Sporen nicht ab. 

Untersuchung auf proteolytische Eigenschaften: Gelatine wurde — 
wie bekannt — verfliissigt. In dem Hefewasser-Caseinréhrchen hatte nach 
24 Stunden (nach der Impfung) das Casein stark abgenommen, war nach 
weiteren 8 Stunden mit Saéure nicht mehr nachweisbar. In dem toluol- 
haltigen Réhrchen gleichen Inhalts hatte das Casein nach 3 Tagen nicht 
abgenommen. 

Eine 4 Tage alte Massenkultur in Hefewasser, durch ein weitporiges 
Filter de Haen filtriert, 5 ccm des Filtrats + 2cem Iproz. Caseinlésung 
bei 37° unter Toluol: nach 1 Stunde Caseinschwund. Eine 7 Tage alte 
Massenkultur, durch bakteriendichtes Ultrafilter geschickt und in gleicher 
Weise unter Toluol gepriift: in 48 Stunden keine Caseinabnahme. Eine 
6 Tage alte Massenkultur durch dicke Schicht Papierbrei filtriert, Ver- 
dauungsversuch ebenfalls in 48 Stunden keine Abnahme. 

Die proteolytischen Eigenschaften beruhen also nicht auf einem in 
Lésung gehenden Enzym. 

In analoger Weise — auch Bouillonréhrechen wurden noch ver- 
wendet — wurden aus zahlreichen Lésungen Reinkulturen geziichtet, 
wir erhielten auBer dem vorgenannten den Micrococcus candicans, 
Buttersiiure- und Milchséurebazillen. Stets wurde in der angegebenen 
Weise auf Wachstum mit und ohne Desinfiziens, proteolytische Wirkung 
des Bakteriums und der Ultrafiltrate gepriift. Positiver Uberimpfungs- 
erfolg wie negativer ergab sich ebensowohl aus positiven wie negativen 
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(beziig]. der Proteolyse) Lésungen. Das Ergebnis war: Toluol hemmt 
das Wachstum aller geziichteten Arten, Chloroform, Thymol, Vucin 
sehr viel weniger, zumal das Chloroform ist wenig empfehlenswert. 
Aus keiner der Kulturen lie8 sich ein bakterienfrei-ultrafiltriertes pro- 
teolytisches Enzym gewinnen. Der Kartoffelbazillus allein erwies sich 
als kraftiger Caseinzerstérer, aber bei Toluolanwesenheit nur, wenn 
er von vornherein in Massenkultur zugegen war, bei unseren Versuchen 
war das ausgeschlossen, wir konnten ihn zudem auch aus negativen 
Lésungen zichten. 

In gleicher Weise wie die Reinkulturen wurden auch die Misch- 
ziichtungen auf Wachstum unter Toluol und proteolytische Enzyme 
gepriift, stets mit negativem Ergebnis. Eine spezielle Untersuchung 
auf Anaerobier haben wir nicht angestellt, da vielfach gemachte Stich- 
kulturen in Gelatine nie anaerobes Wachstum zeigten, zudem unsere 
ultrafiltrierten Lésungen mit Luft gesittigt, ferner auch sauerstoff- 
behandelte oft positiv waren. 

Obgleich diese Befunde sowie die oben angefiihrten Griinde gegen 
Bakterien als Ursache der beobachteten Erscheinungen sprechen, 
méchte ich die endgiltige Entscheidung noch in suspenso lassen. Mag 
nun irgend eine Art von ,,Virus“ oder eine Zustandsiinderung in der 
Caseinlésung den Vorgiaingen zugrunde liegen, jedenfalls ist der EinfluB 
der beschriebenen Eingriffe unverkennbar. AuBerdem entsprechen 
die Erscheinungen, welche in den proteolysierenden Lésungen, auch 
den bakteriendicht ultrafiltrierten, zu beobachten sind, vollkommen 
denjenigen bei der tryptischen Verdauung mit sehr schwacher Enzym- 
konzentration so daB sie zu deren Erforschung durchaus heranzuziehen 
sind. Es soll darum aus dem Versuchsmaterial hier nur ein Beispiel 
angefiihrt werden, das die allgemeine Anordnung zeigt, und weiterhin 
Beispiele der Versuchsreihen, die fir die tryptische Form der Proteolyse 
allgemein-charakteristisch sind. 


Versuch vom 21. November 1922.  Iproz. Caseinlésung in | proz. 
Phosphatpuffer von p,, 7,5, zweimal je 10 Minuten auf 100°, mit gleicher, 
steriler Phosphatlésung 1:3 verdiinnt, 48 Stunden bei 37°, Toluol — 
keine Caseinabnahme. Die stark getriibte Lésung durch Papierbrei filtriert, 
bei 37° in 24 Stunden Caseinschwund. Verdauungsversuch: 5 ccm Lésung 
+ 2cem Iproz. Casein, innerhalb 24 Stunden Caseinschwund. 

Es folgen zwei Beispiele von Versuchen mit fraktionierter Sterilisation 
der Caseinphosphatlésungen, sterilen und durch Vorfiltration von steriler 
Phosphatlisung (Verdauungsversuch) gepriiften Apparaturen. Zu Beginn 
und in 24stiindigen Abstinden wurden je 8ccm entnommen und mit 
2cem 1,5proz. Essigsiure beschickt, welche Séurekonzentration nach Vor- 
versuchen das Optimum fiir die totale Caseinfillung ergab; 37°, Toluol. 
Im Filtrat wurde der Stickstoff in 0,5 cem mit Mikrokjeldahl, der freie 
Aminostickstoff in 2cem mit Mikro-van-Slyke bestimmt, hier wie stets 
Doppelbestimmungen, Milligramm. 


18* 
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Tabelle 1. 1 proz. Caseinphosphatlésung (py, wenn nicht besonders bemerkt, 
stets 7,5) dreimal | Stunde auf 60°, je 100 ccm unfiltriert, durch Papierbrei, 
durch Ultrafilter 5”, 37°, Toluol. 





Zeit Unfiltriert Papierbrei Ultrafilter 
Std. | 
0 van Slyke. . 0,00 0,01 0,03 
Kjeldahl . . 0,09 0,09 0,10 
24 +4+van Slyke. . 0,01 0,01 0,06 
Kjeldahl . . 0,09 0,11 0,12 
48 van Slyke. . 0,01 0,04 
Kjeldahl . . 0,10 0,12 
72 ~~ ~van Slyke. . —_ 0,03 
Kjeldahl] .. 0,09 0,14 


Auf dem Ultrafilter war viel Casein zuriickgehalten worden, nach 
24 Stunden gab das Ultrafiltrat keinen Essigsiureniederschlag mehr. 


Tabelle II. \proz. Caseinphosphatlésung dreimal 1 Stunde 100°, unfiltriert 
und Ultrafilter 10”, weiter wie Tabelle I. 

















Zeit Unfiltriert |  Ultrafilter 

Std. ee ee | 
I : Tl 

0 | van Slyke. ....... i 0,04 | 0,03 

| Kjeldahl... .... 001 | 002 

24 | van Slyke. ....... ] 0,02 0,09 

patella teeter Rely | oo | 19 

OD 5 WO Bs gs. 0 cai), 0,04 0,11 

Kjeldahl ........ 0,01 0,19 


Die auffalligste Erscheinung, die stets auftritt, auch wenn eine 
Caseinolyse nicht manifest wird, ist die erneute Triibung, die in der 
klarfiltrierten Caseinlésung — bei Brutwirme beschleunigt — eintritt. 
Sie ist, wie vielfache Kontrolle bewies, sicherlich nicht bakteriell 
bedingt und auch nicht eine Wirkung des Toluols, so wenig wie der 
Phosphate, sie tritt in der gleichen Weise bei der tryptischen Caseinolyse 
mit sehr schwacher Enzymkonzentration auf. Die Triibung ist zweifellos 
nicht einheitlichen Charakters. Die rasch einsetzende und zunehmende 
milchige Tritbung fillt mit der Siurefaillung des Caseins, ihr frih- 
zeitiges und intensives Auftreten zeigt, wie die Beobachtung lehrte, 
eine bald gehemmte Proteolyse an. Die spiter auftretende, kérnig 
ausfallende Triibung hellt sich bei Siurezusatz zum Teil auf, die Aus- 
fillung geht in schwachen Sauren und Alkalien nicht wieder in Lésung, 
wird von nachgefiigtem Trypsin nicht gelést, hat, in neue Caseinlésung 
iiberfiihrt, keine proteolytische Wirkung; ihr Auftreten ist stets von 
Proteolyse begleitet. Diese Ausflockung ist ebenso charakteristisch 
fiir die lange fortgesetzte tryptische Caseinolyse, sie nimmt mit der 
Verdauung an Masse zu, zumal bei Caseinnachfiigung, sie tritt auch 
im sterilen Dialysat einer protahierten, ausgiebigen tryptischen Casein- 














Tryptische Verdauung. 275 


verdauung allmahlich zunehmend auf. Um ein unlésliches Spalt- 
produkt der tryptischen Caseinolyse kann es sich nicht handeln, denn 
bei rascher Verdauung mit hoher Trypsinkonzentration tritt die Aus- 
fillung nicht auf, wohl aber bei protahierter und zumal bei Casein- 
nachfigung. Wire es aber die Folge einer unvollkommenen Spaltung 
im Falle der schwachen oder verbrauchten Enzymkraft, so miBte 
Trypsinnachfuhr die Spaltung vollenden und die Ausfaillung wieder 
lésen, das geschieht aber, wie erwihnt, nicht. Ferner zeigt das Auf- 
treten im Dialysat, daB es sich um eine nachtrigliche Entstehung 
gréber disperser Teilchen handelt. Die Erscheinung dhnelt den als 
Plasteinbildung bekannten synthetisierenden Vorgangen unter Einflub 
von Proteasen auf EiweiBspaltstiicke, das prinzipiell Wichtige ist aber, 
daB sich der Vorgang in ein und derselben Lésung zugleich mit der 
Proteolyse abspielt, daB Nachfiigen ungespaltenen Substrats ihn 
steigert, daB es sich also nicht um die Umkehrung cines katalytisch 
erreichten Gleichgewichtes handeln kann. Wir haben nun untersucht, 
ob sich mit chemischen und physikalischen Methoden ein gleichzeitiges 
oder alternierendes Auftreten von abbauenden und aufbauenden 
Prozessen aufzeigen l4Bt. Das ist in der Tat der Fall, und zwar ebenso 
bei den Verinderungen in der Caseinlésung wie bei der tryptischen 
Verdauung und mit allen verwendeten Praparaten. Von den Versuchs- 
reihen werden nur jeweils Beispiele angegeben. Verwendet wurde 
die van Slykesche Mikromethode der Aminostickstoffbestimmung, 
die Formoltitration, die Bestimmung des mit Gerbsiure nicht fallbaren 
Stickstoffs nach Hedin mit Mikrokjeldahl, die Viskosimetrie nach Ostwald, 
die Interferometrie mit dem Loeweschen Fliissigkeitsinterferometer. 
Tabelle III. 1 proz. Caseinphosphatlésung, zweimal 10 Minuten 100°, Toluol, 


a) unfiltriert, b) durch 10”-Ultrafilter. Amino-N, in 2 eem und 24stiindigen 
Abstianden bei 37°. 


a) b) 
0,15 0,16 0,15 0,16 
0,16 0,16 0,18 0,16 
0,16 0,15 0,19 0,15 

0,21 


Tabelle IV. a) 5proz. Caseinlésung in verdiinnter NaOH, py 7,7, dreimal 
auf 60°, mit steriler Phosphatlésung 1:4 verdiinnt, durch Papierbrei 
filtriert, Bestimmung wie Tabelle ITI. 

b) Verdauungsversuch mit caseinfrei gewordenem Ultrafiltrat, nochmals 
ultrafiltriert, 50 cem: 20 cem Iproz. Caseinlésung. 


a) b) 
—_-—_ et 
0,39 0,45 0,18 0,23 
0,44 0,50 0,21 0,24 
0,49 0,50 0,22 0,25 


0,45 
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Tabelle V. 


5 proz. Casein wie Tabelle 1Va, 1 Stunde 100°, 1: 6 mit Phosphat verdiinnt. 
Papierbreifiltration, ein Teil der stark getriibten Lésung nach 5 Tagen 
Brutschrank 5” ultrafiltriert. 





Datum nee nm dum Ultrafiltrat 

18, IV. 0,21 

20. IV. 0.21 

23. IV. 0,18 

24. 1V. 0,17 0,16 

25. IV. 0,18 0,20 

27. IV. 0,20 0,25 

Keine Caseinabnahme Caseinschwund 
Tabelle VI. 


5proz. Casein wie Tabelle V, nochmals 10 Minuten auf 100° und hei8 durch 
Papierbrei, dann 1:5 mit Phosphat verdiinnt, 37°. 





|| Viskositat (Wasser =1) | 


Datum | bei 30° C AminosN, 
18. III. 1,063 0,19 
19. III. 1,052 0,21 
20. ITI. 1,043 0,25 
21, ITI. 1,042 0,29 
23. III. 1,044 0,29 
25. ITI. 1,047 0,31 
27. III. 1,053 0,35 


Es folgen Versuchsbeispiele der Trypsinversuche, zunachst solcher 
ohne Substratzusatz. 


. Tabelle VII. 


Interferometrische Bestimmung, Werte in Trommelteilen. Aus einer 

3 proz. filtrierten Pankreatin-Phosphatlésung wurden Lésungen verschiedener 

Konzentration hergestellt, die angegebenen Zeiten sind Dauer des Auf- 

enthalts bei 47°, die Proben wurden rasch abgekiihlt und bei der Temperatur 
des Apparats abgelesen. 











Zeit || Konzentration 

Min. || 0008 | 096 | of | os | 10 | 20 | 30 
o | 300 | 309 | 30 | 310 | an | 3i2 | 322 
5 / 311 311 311 | 310 313 | 312 312 
10 | 313 313° | 312 (312 311 | 299 308 
20 | 312 310 310 311 309 298 307 
30 | 312 | 309 309 | 308 306 298 | 306 
60 | 309 | 310 307 | 309 300 296 | «(296 
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Tabelle VIII. 


lproz. Trypsin (Rhenania) in Phosphat, durch weitporiges Ultrafilter 
filtriert. Vergleich des Ganges der interferometrischen und formeltitri- 
metrischen Werte. 47°. 





~% _ Trommelteile Be yo em Hi), 
0 314 | 2,42 

5 311 | 2,45 

15 310 2,40 

40 297 2,33 

60 294 2.28 


Bei Substratgegenwart in gréBerer Konzentration als dem Eiweib- 
gehalt der Pankreaspriparate, in den nachstehenden Versuchen bei 
Casein-Trypsinverdauung, tritt die sekundire Abnahme des Amino-N, 
nicht so leicht in die Erscheinung. Wenn gleichzeitig Zunahmen und 
Abnahmen in dem Verdauungssystem eintreten, so miissen sich die ana- 
lytischen Werte als Differenzen beider Prozesse ergeben, und bei reich- 
licher Substratgegenwart itiberwiegt die Zunahme. Man kann aber 
auch hier die Abnahme hervortreten lassen, wenn man die Verdauung 
bei héherer Temperatur laingere Zeit fortsetzt, bei sehr langer Dauer 
erscheint sie auch bei 37°. Bei weiterem Nachfiigen von Casein bleibt 
die Zunahme iiberwiegend ; daB dabei die Vorgange in Richtung wachsen- 
der TeilchengréBe auch stattfinden, zeigt das Auftreten der Ausfallung 
und die Viskositaétsmessung. 


Tabelle 1X. 


Sehr schwach trypsinhaltige Casein-Phosphatlésungen, a 2 Proz., b 5 Proz. 
Casein; nach mehrtagiger Verdauung bei 37° zu a 0,5 Proz. Casein nach, 
Volumen verdoppelt. 








a : b 
Datum | ‘Temperstur | wen Slyke 4 Datum - ‘Temperatur | wan Slyke 
’ a eS. ed Se om 
6. VII. | 37 0,61 21.VIl. | 7 0,85 
7.VIl. | 37 0,75 23. VII. | 37 0,88 
9.VII. | 37 0,85 25. VIL. 55 0,90 
11. VIL. | 37 0,93 28. VII. 55 0,89 
13. VIL. | 37 0,94 3. VIII. 55 0,77 
Casein nachgefiigt 
16, VII. 37 || «(0,95 
17. VII. 37 1,01 
21. VII. | 37 1,15 
22. VII. 37 1,39 
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Tabelle X. 
Iproz. Casein, 0,5proz. Pankreatin (Rhenania), Phosphat. Zweimal 
angesetzt, 60°, van Slyke in 2 ccm. 
Zeit me ae | ‘ 
Std. : ° Std. fi . 
0 0,59 0,57 7 0,97 1,05 
1 0,91 1,04 96 0,93 1,11 
2 0,98 120 1,08 
16 1,00 1,14 144 1,06 
24 1,03 1,14 168 1,05 
48 1,01 1,06 
Tabelle XI. 
Iproz. Casein, 0,15proz. Pankreatin (Rhenania), Phosphat, 37°. 
Datum a — Viskositat 
18. IIT. 0,79 1,118 
19, ITI. 1,13 1,084 
20. ITI. 1,26 1,085 
21. ILE. 1,36 1,089 
Tabelle XII. 


2proz. Casein, sehr schwach Trypsin, Phosphat. 








Lésung b enthalt 0,1 Proz. 


Dextrose, die ,,Zeit‘‘ gilt von Bestimmung zu Bestimmung. 











In Tabelle XII geben die Werte der ersten Kolumne eine Beobachtung 
wieder, die noch weiter verfolgt werden muB8B und hier nur kurz mit- 
geteilt werden soll. Bei einer Untersuchung der Wirkung von Trauben- 
zucker auf die Trypsinverdauung, welche Herr Dr. Fritz Weissenfels 
anstellte und bei der der Zuckergehalt der Lésung nach der Methode 
von Hagedorn und Jansen!) bestimmt wurde, stellte sich tiberraschender- 
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weise heraus, daB die Reduktionswirkung auf Kaliumferricyanid mit 
der Verdauung zunahm. Es zeigte sich weiter, daB auch in der zucker- 
losen Lésung mit der Proteolyse reduzierende Substanz auftritt, bis 
zu einem, je nach der Enzymkonzentration rascher oder langsamer 
erreichten Maximum ansteigt und dann konstant bleibt, wihrend die 
Proteolyse noch weiter geht. Von den etwa 20 langer durchgefiihrten 
Versuchsreihen, die wir bisher angestellt haben, ist die vorstehende 
ein typisches Beispiel. Die Zahlenwerte sind auf Milligramm reduziertes 
Ferricyanid berechnet, sie haben nur als Vergleichswerte zu gelten, 
da die Methode speziell fiir Traubenzucker ausgearbeitet ist. Uber 
die Natur der reduzierenden Substanz kénnen wir noch keine niheren 
Angaben machen, nach den in der Literatur vorliegenden Analysen 
enthalt das Casein kein Glucosamin. Wir haben auch einen Versuch 
ausgefiihrt, bei dem wir nach Neuberg und Ishida*) EiweiB, Proteosen, 
Polypeptide und Aminosiuren mit der kombinierten Anwendung von 
Phosphorwolframsiure und Quecksilberacetat entfernten, die Re- 
duktion blieb erhalten. Bei der Gelatineverdauung tritt keine Re- 
duktion auf, wohl aber auch beim Ovalbumin. Da8B die Methode der 
Reduktionsbestimmung, zumal in Verbindung mit der der Aminowerte, 
geeignet erscheint, bei der Untersuchung der Trypsinverdauung als 
Indikator zu dienen, zeigen die nachfolgenden Versuche. 


Tabelle XIII. 


a lproz., b 2proz., ¢ 3proz. Casein, gleiche, sehr schwache Konzentration 
an Hundepankreasferment, 37°, Proben: je 5cem zu 5cem n/10 HCl, 
van Slyke in 2 cem, Reduktion in 0,1 ccm, Zeit von Probe zu Probe. 








mete | Reduktion Mew Aminostickstoff 
a b c a b c 
0 Min. 04 04 04 0,07 0.03 | 0,10 
— o4 | 05 03 0,08 0,03 | 0,08 
a. 0,4 04 0,3 0,07 003 | 0,10 
0 , 04 0,5 04 0,07 0,03 0,10 
em 04 05 04 0,06 0,03 0,10 
2 , 04 04 04 0,16 0,06 0,17 
1 Std. 0,4 04 0.4 0,16 0,12 0,17 
B< 05 05 0.5 0,10 | 0,14 0,21 
6b , 0,5 0,7 0.8 0.12 | 0,24 0,30 
“a , 05 0.8 0.9 0,18 0,26 04) 
o.. 0.5 0,7 08 0,18 0.40 0,52 


1) Diese Zeitschr. 37, 142. 
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Tabelle XIV. 
Caseinkonzentrationen a: b:ce = d:e:f = 1: 2:4. 
Schweinepankreas (a, b, c): (d,e, f) = i: 3. 








Zeit ree Reduktion afi 
Std. a | b c d © f 
0 | 03 0,3 0,3 03 | — 03 
YM, | 0,7 0,8 0,8 08 1,0 11 
a } 0,7 11 11 09 | 12 14 
1, | 0,7 12 13 0,9 Ll 1,7 
5 | 0,7 13 17 09 | 13 1.7 
Tabelle XV. 


Versuch wie Tabelle XIII, nur etwa dreimal konzentrierteres Enzym. 

















‘ie | Reduktion i Aminostickstoff 
e1 = =p “ 
I a | b c | a b c 
0 Min. 0,5 04 0,4 0,06 0,04 0,08 
wo; 0,4 0,3 0,3 0,05 0,04 | 0,08 
irs 0,4 0,4 0,3 0,06 0,06 | 0,09 
Jee 0,4 0,5 0,4 0,06 0,13 0,12 
= 0,6 0,6 0,6 0,09 0,14 0,13 
1 Std. 0,6 0,6 0,7 0,09 0,14 0,19 
O--s 0,6 0,7 | Og 0,11 0,18 0,26 
9 , 06 | Os 1,00 015 | 0,23 0,37 
Tee 0,6 08 | 09 0,13 | 023 0,42 
“ , 0,6 08 § 09 0,20 | 0,23 0,53 


Bei sehr schwachen Enzymkonzentrationen ist also die Reduktions- 
zunahme bei den verschiedenen Substratkonzentrationen anfangs 
gleich, erst mit der Annaiherung an das Maximum der verdiinnteren 
Lésung gehen die Werte auseinander. Der Vergleich mit den Amino- 
werten zeigt, daB diese friiher zunehmen als die Reduktionswerte, 
auBerdem lassen diese Versuche den unregelmaBigen Gang der Amino- 
werte erkennen. Das anfingliche Latenzstadium fiir beide Werte, das 
wir bei so schwacher Enzymkonzentration stets beobachteten, kann 
nicht auf dem Mangel des analytischen Nachweises beruhen, denn 
die Zeitspanne, innerhalb welcher danach die erste Zunahme auftritt. 
ist kleiner als jenes Stadium; ebenso kommt eine Aktivierung ent- 
sprechend der Enterokinasewirkung wohl kaum in Betracht, da die 
Enzymlésungen stets mindestens einen Tag, meist linger gestanden 
hatten. Die erreichten Reduktionsmaxima stehen nicht im Verhiltnis 
der Substratkonzentrationen, sondern bleiben dahinter zuriick, héhere 
Enzymkonzentration scheint das Maximum nur der substratschwicheren 
Lésung etwas nach oben zu verschieben. Die Geschwindigkeit, mit 
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der das Reduktionsmaximum erreicht wird, scheint mir als Indikator 
der wirksamen Enzymkonzentration Vorziige vor der Bestimmung 
der Peptidolyse zu haben. Da8 das siurefallbare Casein zum Schwund 
gebracht werden kann, ohne daB eine beachtliche Zunahme der Amino- 
werte auftritt, ist in einer an EiweiBspaltstiicken — also auch an 
hemmenden Substanzen — reichen Lésung leicht festzustellen, z. B.: 


Tabelle X VI. 


Sehr verdiinnte Lésung eines hochwirksamen Praparates (von der Firma 

Réhm & Haas, Darmstadt, freundlichst tiberlassen) in Phosphat, zugleich 

Lésung inaktivierter Trypsin-Caseinverdauung, van Slyke in Il ccm 0,92. 
Verdauungsversuch 10 ccm: 5cem Iproz. Casein. 











Zeit || Aminostickstoff any 

Std. mgjoom Saurefillung 
0 0,67 +++ 
1 0,68 0 

24 0,71 


Die Tabelle XVII gibt einen Vergleich des Ganges der Amino- 
werte der Systeme Trypsin—Casein, Trypsin—Casein—Spaltstiicke und 
Trypsin—Spaltstiicke bei gleicher Konzentration jedes Reaktions- 
partners in jedem System. 


Tabelle X VII. 


a 20ccm Enzym + 20 ccm 2,5proz. Casein + 20 cem Phosphat, b 20 ccm 

Enzym + 20cem 2,5proz. Casein + 20 ccm verdautes Casein, ¢ 20 com 

Enzym + 20 ccm verdautes Casein + 20 ccm Phosphat. Dauer ab Beginn, 

Aminowerte von a entsprechend Il cem, von b und ec zur Bestimmung 
zehnfach verdiinnt, entsprechend 0,1 cem. 











Zeit a | b c 
Std. , | oe Cw 
0 0,06 0,16 0,16 
u | O18 0,13 0,16 
1 0,20 0,17 ua 
si, 0,22 0,16 0,13 
1 0,25 0,16 0,13 
1} 2 0,26 0,14 0,13 
2 0,28 0,16 0,13 
16 0,34 0,12 0,12 
40 0,39 0,15 0,12 


Das Nebeneinandergehen von Vorgiingen mit Zunahme und mit 
Abnahme der freien Aminogruppen bzw. des nicht fillbaren N,, das 
aus den mitgeteilten Befunden erschlossen werden darf, erschwert 
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natiirlich in hohem MaBe den Vergleich der Proteolysen verschiedener 
Substrate bei gleicher Enzymausgangskonzentration. In friiheren 
Untersuchungen war die Frage behandelt worden, wie in dem System 
Enzym—Substrat sich die Enzymkraft verindert, ob sie einfach abnimmt, 
so daB nachher, wenn man jede Verdauungslésung mit jedem der 
betreffenden Substrate zusammenbringt, sich fiir alle Substrate ein 
und dieselbe Reihenfolge der Enzymwirksamkeit der Lésungen er- 
geben miBte. Das trat nicht ein, und ebensowenig war eine besondere 
Abschwichung der Enzymlésung gegeniiber dem jeweils schon vorher 
von ihm verdauten Substrat zu konstatieren, sondern wo eine Regel- 
maBigkeit festzustellen war, ergab sich eine Bevorzugung des speziellen 
Substrats. Diese seinerzeit qualitativ vergleichend, mit haufigen Proben 
des Fortganges der Proteolyse beobachtete Erscheinung lie8 sich auch 
quantitativ bestatigen, nur macht sich hier, wo die Analysenarbeit 
die Zahl der Priifungen beschrinkt, die Schwierigkeit geltend, daB 
der Gang der Verdauung bei den verschiedenen Substraten kein gleich- 
férmiger ist. Ein Verdauungssystem, das in einer Zeitspanne eine 
stiirkere Zunahme der freien Aminogruppen oder des inkoagulablen 
N, zeigt als ein anderes, kann in einem spiteren Zeitabschnitt hinter 
diesem zuriickbleiben. Oder anders ausgedriickt: vergleicht man die 
Zeiten gleichen Umsatzes, so kommt es sehr auf die Wahl der Umsatz- 
gréBe an, in welcher Reihenfolge die Versuche sich ordnen. Das gilt 
schon fiir Verdauungsansiitze verschiedener Konzentration desselben 
Substrats, wofiir in den mitgeteilten Versuchen schon Beispiele waren, 
erst recht fiir verschiedene Substrate. Bei den in Rede stehenden 
Vergleichen ist es schon von jeweils verschiedener Wirkung, wie lange 
die vorbehandelnde Verdauung gedauert hat, natiirlich nimmt dabei 
die absolute Enzymkraft stark ab, die Unterschiede in den Vergleichs- 
versuchen sind daher nicht groB, das Wesentliche ist die Umkehr der 
Reihenfolge von Substrat zu Substrat. 

Als allgemeine Erfahrung aus zahlreichen Versuchen |aBt sich 
sagen, da8 denaturierte Proteine zur ,,Spezifizierung’’ des Enzyms 
ungeeignet sind, daB héhere Temperatur und entsprechend kiirzere 
Dauer der vorbehandelnden Verdauung giinstig scheint, daB der Effekt 
bei Entfernung der bei der Vorbehandlung entstandenen Spaltstiicke 
(hemmende Substanzen) mehr in die Erscheinung tritt. 

Der erstaufgefiihrte Versuch ist besonders instruktiv, weil hier, 
in dem Vergleich- von Casein und Gelatine, die restierende Enzym- 
kraft auf die Proteolyse durch das unvorbehandelte Enzym bezogen 
werden kann. Wahrend hier aus der Gelatine mehr Aminostickstoff 
frei wird als aus dem Casein, bleibt dieses Verhaltnis nur fiir das mit 
Gelatine vorbehandelte Enzym erhalten, wahrend es sich fir das 
caseinvorbehandelte umkehrt. 
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Tabelle XVIII. 
Sechstagige Verdauung bei 37° in Dialyse, auBen taglich gewechselte 100 cem 
Phosphat, innen | proz. Pankreatin (Rhenania) + a 5proz. Casein, b 5proz. 
Gelatine. Verdauungsversuche: je 25 ccm der Lésung + 1. 25 ccm I proz. 
Casein, 2. 25 cem 2proz. Gelatine, alles in Phosphat, ab Verdauungsversuche 
mit der substratlosen Ausgangsenzymlésung, Zeit vom Beginn. Nach der 
Dialysenverdauung: a 0,52 Kjeldahl, 0,15 van Slyke, b 0,26 Kjeldahl, 
0,12 van Slyke in 1 cem. 








ab | a b 
2 }———_,— | . 
1 2 \ 1 2 1 2 
Std. mgiccm mg/ccm mg/ccm mg/ccm mg/ccm mg/ccm 
0 0,30 | 024 0,15 0,18 0,14 0,09 
1, 034 | 0,30 0,16 0,18 0,13 0,10 
My 0,35 0,32 0,16 0,18 0,13 0,10 
FP 0,38 0,34 0,21 0,16 0,11 0,10 
1 0,38 034 | 021 | 016 0,15 0,09 
1, | 0,42 0,36 0,22 O18 0,15 0,09 
2 | 0,44 040 | 0,22 018 | O17 0,09 
7 | 050 | 0,47 0,39 0,22 | 0,21 0,14 
24 | 0,57 0,56 0,34 0,30 0,27 0,25 
Leerversuche: statt der Enzymlésungen zu den 25 cem 1. und 2. je 25 cem 
Phosphat. 
al oo || Gelatine Casein | Ml __ Gelatine Casein 
0.07 | 0,09 DY, 0,09 0,08 
Oo), 0,06 0,09 2 0,08 0,09 
Ms 0,06 0,08 7 0,08 0,09 
a4 0,06 0,08 24 0,08 0,09 
1 0,07 | 0,08 





In den nachfolgenden Tabellen werden Versuchsbeispiele zu den 
verschiedenen Methoden der Proteolysepriifung gegeben. Mit Aus- 
nahme derjenigen mit gekochtem Substrat im Verdauungsversuch 
kranken sie alle an dem besprochenen Uberlagerungsfehler, der ja 
besonders bei protahierter Verdauung mit schwacher Enzymkraft 
stérend wird, andererseits sind gekochte Substrate an sich schwerer 
verdaubar, und die Versuchszeiten miissen entsprechend verlangert 
werden. Um méglichst mannigfaltige, biologisch differente Proteine 
zu verwenden und da denaturierende Eingriffe, wie erwahnt, hemmen, 
wurden die wiisserigen Ausziige der verschiedensten Organe, Gewebe, 
Tumoren, Bakterien sowohl zur vorbehandelnden Verdauung wie zur 
Enzymprifung direkt verwendet. Natiirlich sind dabei unkontrollier- 
bare Einfliisse mit in Kauf genommen, und die Versuche kénnen nur 
als allgemein orientierende dienen, die Beispiele sollen darum hier 
nur mehr summarisch und im Hinblick auf die Umkehr der Reihe 
aufgefiihrt werden. 
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Tabelle XIX a. 


Vorverdauung in Dialyse, Vergleichsverdauung mit gekochtem Substrat 
je 0,2, Werte: Abnahmen des Substrats. Die horizontalen Reihen ent- 
sprechen hier wie in allen Tabellen Nr. XIX der mit dem betreffen- 
den Substrat vorbehandelten Enzymlésung, die vertikalen den Substraten 
der Vergleichsverdauung, 48 Stunden. a Magencarcinom, b atherextr. 
Tuberkelbazillenmasse, c Hundeleber. 





& 


Tabelle XIX b. 


Vorverdauung: Dialyse durch enzymdurchlassiges Pergament, Vereinigung 
der Dialysate, Abdialysieren cer Spaltprodukte, Eintrocknen im Vakuum, 
Aufnahme in Glycerin, Lésung in Phosphat. Vergleich: gekochtes, ge- 


pulvertes Substrat, Bestimmung des geliésten N, in 0,5 cem Mikrokjeldahl. 
a Atherextr. Tuberkelbazillenmasse, b Magenmukosa, Mensch. 








Nach 24 Stunden a b Nach 4 Tagen 


0,03 
0,05 





Tabelle XIX c. 


Vorverdauung wie bei Tabelle XIXb. Vergleich: 0,2proz. Sodaauszug 
der Substrate, Bestimmung des mit Gerbsaure nicht fallenden N, in 0,5 cem 
zu Beginn und nach 48 Stunden. a Typhuskultur, b Staphylokokken, 

















Tabelle XIX d. 


Vorverdauung: 8 Stunden bei 60° mit sehr reichlichem Substrat, Ultra- 

filtration, Abdialyse der Spaltstiicke. Vergleich: Phosphatauszug der 

Substrate, Gerbsiure nicht fallbarer N, in 0,5 cem, Beginn und 24 Stunden. 
a Schweinemuskel, b Rindermuskel. 








a b 


0,30 032 034 
0,27 032 0,35 
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Tabelle XIXe. Vorverdauung: Substrat pepsinvorverdaut, inaktiviert und 
eingedampft, in Phosphat gelést, dazu Trypsin und 48 Stunden bei 37°, 
keine Dialyse. Vergleich: Phosphatlésung der Substrate, van Slyke in 
lcem und Gerbsaéure nicht fallbarer N, in 0,5 cem, Beginn und 24 Stunden. 
a Lunge, b Leber vom Kaninchen. 








a b 
van Slyke | Kyeldahl | van Slyke Kjeldahl 
5b 4's 047 | 0,56 | 036 | 030 052 055 035 037 
Die a2 acm-e 0,64 063 040 042 O64 066 039 042 


Das letzte Beispiel zeigt, daB der Gang der Werte des nicht fallbaren 
N, mit dem der Aminowerte nicht symbat zu sein braucht, ein mehrfach 
erhobener Befund ebenso wie der, daB auch die riickliufige Bewegung an 
dem Substrat der Vorbehandlung hiufiger in die Erscheinung tritt. 
Manche Substrate lieBen nie einen qualifizierenden EinfluB erkennen, vor 
allem die Niere; die mit dem EiweiBauszug von zerkleinerter und aus- 
giebig gewisserter Nierensubstanz aller untersuchten Tiere vorbehandelten 
Trypsinlésungen zeigten dabei eine auBergewoéhnlich starke Herabsetzung 
der allgemeinen proteolytischen Wirksamkeit (Casein und andere Sub- 
strate), wihrend andererseits NiereneiweiB mit nicht oder anderweit 
vorbehandelter Enzymlésung besonders gut proteolysierte. Die Wirk- 
minderung der nierevorbehandelten Enzymlésung blieb auch nach 
Abdialysieren der Spaltstiicke usw. gegen Phosphatlésung erhalten. 

Die Befunde scheinen mir die Vermutung zu stiitzen, daB das 
Enzym sich bei Betatigung seiner an dem Substrat verfolgten Wirk- 
fahigkeit verandert, und zwar nicht nur im Sinne einer kontinuierlichen 
Abschwichung durch Selbstzerstérung des Enzyms, sondern so, dab 
in der Reaktion zwischen Enzym und Substrat ein Reaktionsprodukt 
entsteht, das wiederum mit Substrat unter enzymatischer Wirkung 
reagiert. Danach wiirde einmal die enzymatische Eigenschaft nicht 
an einen bestimmten chemisch-physikalischen Zustand gebunden sein, 
weiterhin die Méglichkeit bestehen, daB die Enzymkraft in dem Ver- 
dauungsgemisch gegeniiber neuer Substratausgangskonzentration nicht 
kontinuierlich abnihme, sondern einen Wellenverlauf zeigte. 

Auf diese Fragen hin wurden nachfolgende Untersuchungsreihen 
angestellt. Vielfach wurde dabei in Dialyseanordnung gearbeitet 
und sowohl die Innenlésung wie die Dialysate untersucht. Verwendet 
wurden Pergamentschlauche, und es zeigte sich, daB die Methode gut 
reproduzierbare und vergleichbare Werte liefert, so gaben die Kjeldahl- 
und van-Slyke-Werte der korrespondierenden Dialysate mehrfach an- 
gesetzter Versuche gute Ubereinstimmung. Die Methode ist auch 
brauchbar, um die Bausteinzusammensetzung der dialysablen Spalt- 
stiicke im Fortgang einer Verdauung zu untersuchen, ein erster Versuch 
dieser Art folgt weiter unten. 
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Tabelle XX. Zwei analog angesetzte Versuchsreihen sechstagiger Verdauung 
in Dialyse, innen 100 cem 5proz. Casein + 0,05proz. Pankreatin (Rhenania), 
auBen 100 ccm Phosphat. AuBen zu den Proben jeweils 10 com entnommen 
und durch 10 cem Phosphat ersetzt. Nach 6 Tagen Dialyse abgebrochen, Dia- 
lysate weiter bei 37°. Von jeder Probe wurde Gesamt-N, in 0,5 ccm, Amino-N , 
van Slyke in 2 cem gepriift, die Werte sind beide auf 2 ccm umgerechnet, auBer- 
dem wurde jedesma] eine Verdauungsprobe (2 ccm Dialysat : 3 ccm Casein) an- 
gestellt und mit der Saurefallung des Caseins verfolgt, die Zeichen bedeuten : 
+ deutliche Abnahme nach mehr als 12 Stunden. 











+ + » o» a 6 Stunden. 
+++ - * ‘ 10 Minuten. 
Versuch 1 | Versuch 2 
Zeit NH )—Ng | Ne Verdiinnung || NH.—No Ne Verdiinnung 
ab Beginn | ——F . —— 
im Dialysat im Dialysat 
6 Std. 0,11 0,60 0 0,09 0,56 0 
a, | of | 24 + 0,67 2.92 + 
2 Tage 094 4,25 ++ 0,97 4,48 aa 
i: 117 | 5,08 rae 1,10 5,14 44. 
4, 1,33 5,32 +++ 1,23 5,24 ++ 
oe « | 1,25 | 6,10 ++ 1,30 5,18 + 
o'-. 1,21 4,39 + 1,25 4,35 a 
Dialyse fort, keine Phosphatnachfiigung. 

1] Tage 1,16 4,39 +4 117) | 6 6.440 | + 
i, 1,32 +++ | 122 | | ++ 
Weitere 6 Tage bei Zimmertemperatur. 

20 Tage 1,33 +++ 1,20 | ++ 


PlattenausguB auf aerobe und anaerobe Bakterien negativ. 


Der Versuch zeigt: mit der fiinften Entnahme etwa ist ungefihres 
Gleichgewicht bzw. des diffusiblen N, innen und auBen erreicht, hier 
liegt auch ein erstes Maximum der Enzymkraft. Nach Abbruch der 
Dialyse (Aussetzen der Verdiinnung, konstante N,-Werte) steigt aber 
die Enzymwirkung wieder und gleichzeitig ergeben die NH,-Werte 
einen Gang tiber Abnahme zu erneutem Anstieg; Versuch | mit steilerem 
Neuanstieg hat auch ein héheres Enzymmaximum. 


Tabelle X XI. Dreitigige Verdauungsdialyse, auBen 100 ccm Phosphat, innen: 

100 cem 0,5 proz. Pankreatin (Rhenania) und a 5 proz. Casein, b 5 proz. Gelatine. 

Dialysate weiter bei 37°, Zeit ab Ende der Dialyse, Bestimmung von 

Kjeldahl-N, in 0,5 cem, van Slyke-N, in 1 cem und Verdauungsproben: 

1. 10cem Dialysat + 2ccem Iproz. Casein, 2. 5ccm Dialysat + 10 ccm 
lproz. Gelatine, 1 Stunde bei 37°, van Slyke in 1 ccm. 

















Dialysat a Dialysat b 
* vanSlyke| Kjeldsht|  Verdavung = vanSlyke| Kjeldsht -»-Verdawung 
acy ee pees pe tee ft tow Te 2 
0! 131 | 304 1,06—1,1310,50—051, 087 3,16 (0,75—0,770,30—0,35 
24 140 | 1,17—1,18 0,54—0,55 0,93 0,73—0,74 0,36—0,34 


72, 1,35 1,19—1,22'0,59—0,56 0,88 0,72—0,71 0,37—0,34 
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Dieser Versuch zeigt an dem Caseinverdauungsdialysat beim Auf- 
enthalt in 37° wiederum die Umkehr im Gange der Aminowerte und 
auch das Wiederansteigen der Enzymkraft. Im Gelatinedialysat ist 
die Wirksamkeit gegen Casein von Anfang an geringer und nimmt 
stetig ab, der Verdauungsversuch Gelatinedialysat—Gelatine zeigt 
nur Abnahmen der Aminowerte, ein Befund, der immer wieder be- 
statigt gefunden wurde, und zwar ist die Abnahme anfangs, wo das 
Dialysat allein Zunahme zeigt, am gréBten. 


Tabelle XXII. Zwei gleichartige sechstagige Dialyseverdauungen a und b. 
Innen: 100 cem 5 proz. Casein, 0,5 proz. Pankreatin (Rhenania), auBen 100 cem 
Phosphat, Dialysate der ersten, zweiten und dritten 48 Stunden (zweimalige 
Erneuerung der AuBenfliissigkeit) weiter in 37° und gepriift auf van Slyke, 
Gerbséure, nicht fallbaren N, (l ccm Gerbsiéure: 2ccem Dialysat), sowie 
Verdauung 10 ccm Dialysat: 2 ccm Ilproz. Casein. Zeit ab Entnahme des 
Dialysats, van Slyke in 1 cem des Dialysats, Kjeldahl in 0,5 com des Gerb- 
séurefiltrats, Verdauung: van Slyke 1 cem, 1 Stunde, 37°. 




















Zeit re wb Pict aia I x BEB wk , 
Std. | vanSlyke Kjeldahl | Verdauung van Slyke | Kjeldahl || Verdauung 
Erste Dialysate. 

0 1,23 0,83 1,12—1,16 lll | Ol 1,02—1,00 
24 1,26 0,84 1,08—L11 ), 1,20 | 0,82 1,05—1,09 
48 138 | 082 | 1,12—1,18 | 131 | O81 1,10—1,10 
72 136 0,83 ? —1,22 1,29 | 0,80 1,10—1,12 
120 135 | 0,83 | 129 0,80 

Zweites Dialysat. Verdauung 2 Std. 

o | Ose 045 | 0,66—0,65 083 | 051 | 0,67—0,73 
2 #86| 0,83 048 . 067—0,67 | 083 | 050 | 068—0,71 
48 0,83 047 | 069—0,71 | 0,87 051 | 0,64—0,80 
72 082 047 | 0,63—0,67 | 084 0,50 | 0,71—0,72 
120 0,85 0,48 | 0,85 052 | 

Drittes Dialysat. Zweistiindiger Verdauungsversuch. 
0 050 | 0,26 0,42—0,41 0,58 0,29 0,48—0,46 
Nach 10 Tagen Zimmertemperatur. 
056 | 031 0,60 | 033 


In den beiden Versuchsreihen zeigen die Stickstoffwerte der 
Dialysate wieder gute Vergleichbarkeit, der Gang der Aminowerte 
und der Enzymwirkung ist besonders in al und b2 deutlich. Die 
dritten Dialysate gaben im Verdauungsversuch keine Zunahme der 
Aminowerte, wohl aber Caseinschwund. 

Es wurden weiter Versuche angestellt, bei welchen einer Trypsin- 
lésung — es wurden auch hier die Priparate variiert, ohne daB die 
Erscheinungen sich anderten — die Lésung einer abgelaufenen, in- 
aktivierten Trypsin-Caseinverdauung zugesetzt wurden. Die Befunde 
entsprechen denen der Dialyseversuche. Auch hier tiberzeugte man 
sich am Schlusse des Versuches von der Sterilitét der Lésungen. 
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Tabelle XXIII. Schweinepankreas in Phosphat und verdiinnte Lésung einer 
verdauten, gekochten 5proz. Caseinlésung, 37°. Zeit ab Beginn, van Slyke in 
1 ccm, halbstiindiger hte man. oc ersuch 10 cem Lésung : 2 ccm | proz. Casein. 





Za = sy Verdauungsversuch Differenz 
oo 0,74 0,66—O0,72 0,06 
24 0,80 0,68 —0,73 0,05 
48 0,84 0,70—0,74 0,04 
72 0,88 0,74—0,83 0,09 
6 | 0,81 0,72—6,78 0,06 
1200 || 0,85 0, 72—0. 81 0,09 


Tabelle X XIV. Analoger Versuch wie Tabelle X XIII, nur V erdewungapriifung 
mit Gelatine, anfangs 5ccm Lésung: 20 cem 2proz. Gelatine, ab * 5: 10. 














van Slyke 





Zeit der Losung Verdauungsversuch | Std. Differenz 

0 Std. 0,84 0,24—0,31 0,07 
24 =, 0,85 0,26—0,28 0,02 

3 Tage 0,84 0,23—0,32 0,09 

0,89 ? —0,33 

= 0,83 0,28—0,29 0,01 

a" 0,85 0,36—0,38* 0,02* 

ms 0.91 037—0,43 0,06 
ee 0,90 0.35—0,39 0,04 
6 , 0,83 0,34—0,39 0,05 
iv 0,86 0,36—0,38 0,02 


Am 7. und 16. Tage wurde auBerdem ein Verdauungsversuch, 
10 ccm Iproz. Casein: 5ccm Lésung, gemacht, er gab jedesmal die 
gleiche Differenz von 0,09. 

Auch diese Versuche zeigen die zeitliche Beziehung der Schwan- 
kungen der Enzymwirksamkeit zu den Umkehrpunkten der Amino- 
werte besonders deutlich in Tabelle X XIII, wihrend bei Tabelle XXIV 
wohl das andere Substrat von EinfluB ist und auBerdem die langeren 
Zwischenraume der Priifungsreihe den Gang verwischen. 

Tabelle XX V. Im Gang befindliche Casein-Pankreatinverdauung, 24 Stunden 
nach Beginn (0 Séurefillung mehr) 10” ultrafiltriert, van Slyke in 1 cem. 


Verdauungsversuche von 1 Stunde bei 37°, 10cem 2proz. Gelatine : 5 cem 
Lésung und 2cem Iproz. Casein: 10 cem Lisung. 














Zeit van Slyke Gelatineverdauung Casein verdauung 
Ty . bee — - 
0 Std. 1,37 058—0,65 — 0,07 | 
24, 1,65 0,63—0,70 — 007 | 1,45—148 — 0,03 
48 , 1,64 0,66—0,71 — 0,05 | 
72 , 1,76 | 0,71—0,76 = 0,05 1,50—1,57 — 0,07 
6 Tage 2,02 0,71—0,77 — 0,06 1,68—1,72 — 0,04 
4 2,10 0.71—0,73 = = - 0.02 1,72—1,78 = 0.06 


In den nachfolgenden Versuchen wurde die Aubenfliissigkeit der 
Dialyse tiglich entnommen und ersetzt, 100 ccm Phosphat, es wurde 
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auBen und am SchluB innen Gesamt-N, und Amino-N, in 0,5 
gerechnet auf 1) bzw. 1 com bestimmt und Verdauungsversuchsre 
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(um- 
ihen, 


25cem Lésung:25 ccm Iproz. Casein bzw. 2proz. Gelatine durch- 


gefiihrt, van Slyke in 2 ccm der mit n/10 HCl 5: 5 verdiinnten Pri 


Tabelle XXVI. Innen: 100 cem 5proz. Casein, lproz. Pankreatin. 


»ben. 


Die 


24-Stunden-Dialysate einmal nach der Entnahme, einmal nach 24 Stunden 


bei 37° untersucht; a und b. 





Verdauungsversuch, Stunden: mg/i(0 
Dialysat van Slyke Kjeldahl 


% | we | % 1 Wy, 2 
la 1,19 3,00 | 66 | 66 | 66 | 66 68 | 72) — 
b 141 74 | 74) 74| 78) 7%6/| 80] — 
2a 0,82 200 40) 42 48 | 48 50/48 BO 
b 111 56 56K“ siCi“SSCié‘*i CS|SCSGSAC (SCO 
3a 0.57 156 (36), 30 30 32 30 36 42 
b 0,66 38 | 38 38 | 38 | 44/|4 44 
4a 0,38 088 | 26 | 22 —/| 2 | 4%] 2 2B 
b 0.45 23 #28 28 2 2 | 2 2% 
5a 0,22 0.78 | 16 | 2 22 /| 2 | 18/| 1) 18 
b 0,32 22 22 2 | 06 | 22| 22 2 
Ga 011 068 | 10 0 6 6b MH 1 18 
b 0,22 '18 18 6 16 1 6 18 


Innen ... 0,12? 0,82 2,2 22 0\| wo 6 @ 
is . .. ultrafiltriert 20 18 18 18 | 2 2 & 
Zu 60cem Innenlésung 2g Casein, neue Dialyseverdauung gegen 
iMac a ot OS 1,88 300 «330 '—s 30 || 30380 30s 8 
Rae oo 
Siete 2 te OM 1,70 28 2% — | 30 — | 32, 30 
ta: +. <i ee 
Biss eek OR 1,06 is 18 18) 18 18 18) 18 
Mec ec veh Ge 
Innen ... 0,44 1,48 24 @ 32 | 32 | 32 34 | 36 
b..|| 0,54 30 30 32 32 32 34 36 


” 


16 


76 
84 
58 
68 
44 
44 
28 
28 
20 
26 
18 
18 
38 
28 


60 P. 


30 


32 


18 


48 
46 


Tabelle XX VII. Sechstagige Verdauungsdialyse wie Tabelle XX VI, danach 
wieder innen auf 3,5proz. Casein gebracht, 3 Tage Dialyse, 37°. 





Verdauungsversuch, Stunden: mg/100 
van Slyke Kjeldahl! —- snide’ 


i y 


‘ 2 | % | 2 | Me | 2 7 


1. Verdauungsperiode. ‘Ausgangstrypsinlésung. 
17 | 26 | 30 | 30 | 30 | 31 | 34 | 37 


2. Dialysat. 


0,69 39 | 39 39 | 48 
Innenlésung nach 6 Tagen, Dialyseverdauung. 
0,15 0,54 10 | 13 | 13 | 18 | 20 | 20 | 3) 2 
2. Verdauungsperiode. 1. Dialysat. 
0,50 1,50 27 | 27 37 | 27 | 7 | 27 


2. Dialysat. 
| 27 | 27 | 27 | 27 


0,45 1,42 26 
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Tabelle XX VII. (Fortsetzung.) 





Verdauungsversuch, Stunden: mg/100 


| 
i van Slyke Kjeldahl | — 
| Peo [u[%[%['[™]?[7]% 
) 3. Dialysat. 
| 032 | 21 21) 21 2) 2) 2) 
Innenlésung nach 3 Tagen, Dialyseverdauung. 
042 =| 1,54 25 | 2% | 2% | 2 | | 2 | | 3% | w 


Tabelle XXVIII. Ilproz. Pankreatinlésung in der Kalte gegen Phosphat 

dialysiert, 100 ccm beiderseits — 1. Periode. Dann 2 Tage bei 37° dia- 

lysiert — 2. Periode. Dann 4proz. Casein dazu und 3 Tage bei 37° dia- 

lysiert — 3. Periode. AuBenlésung taglich gewechselt. Verdauungsproben 
wie in den vorigen Versuchen. 





Stunden : 
o | my | tM 3, 1 1, 2 24 


Ausgangslésung . . || 32 41 | 44 46 7 46 46 66 
1,Dialysat ....) 16 16 | 16 16 | 16 16 | 16 21 


Rar wee VF Sere ce Le ee wae ee 

gh ucian Tt = 0 ui | bb 

ieee aa 0 | 6 

fo 9 9/9! 16 

> . Hae. FS ok 4 6 | i 

Innenlésung....)| 11 | 18 23 2% 3is| — 
2. Periode. 

1. Dialysat 6 6 8 6 

pag 2 6 i 6 6 

: Innenlésung. ...)| 8 sini} us}mi{2| 9; % 
: 3. Periode. 

1. Dielyest .... || 37 | 87 | 35 | 37 | 37 | 37 | 37 | 42 

ot a 32-35 


a. at. a % | 27 
Inneniésung..../ 28 | 28 | 28 | 28 33 | 33 | 35 | 48 


Tabelle X XIX. Versuchsansatz wie Tabelle XX VI, Dialyseverdauung 1 proz. 
Pankreatin + 1. 5proz. Casein, 2. 5proz. Gelatine. Verdauungsversuch wie 
oben; je 20 ccm der Lésungen mit 25proz. H,SO, 10 Stunden hydrolysiert, 
Hydrolysat auf 100 ccm mit H,O verdiinnt, in 1 cem nach van Slyke be- 
stimmt, 10 Stunden mit 2cem 10proz. Phosphorwolframsaure gefillt, 
in 1,2 cem des Filtrats wieder NH,-N, bestimmt, in der Tabelle entspricht 
unter der Rubrik ,,Hydrolysat‘* der erste Wert diesem, der zweite dem 
Phosphorwolframfiltrat. 














Ventisuung, Stunden : mgfl00 








van Slyke | Kjeldahl | Hydrolysat a 
PERT DANES a) nab o{%{! |] miz{7{» 
1. Dialysat. 

1l4 | 282 0,43 | 0.29 | 57 | 57 | 56 | 57 | 57 | 61 | 63 
2. Dialysat. 


0,78 | 186 | 030 | 020) 43 | 46 | 46 | 46 | 46 | 48 | 47 
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Tabelle XXIX. (Fortsetzung.) 








Verdauung, Stunden: mg{l00 
van Slyke Kjeldahl Hydrolysat | > 


o | ® | 1 | Mm] 2 7 4 
3. Dialysat. 

0,49 1,18 0,18 | 013 29 32 | 32 30 | 32 | 32 | 39 

Verdauung mit 2 proz. Gelatine. 

| | 39 4% | 33 | 32 | 30 | 33 | 37 
4. Dialysat. 

0,36 0,82 0,11 | 007 | 22 22 22 | 22 | 2 | 24 | 27 
5. Dialysat. 

0,22 0,52 0,08 | 0,08 | 20 | 18 | 22 22 | 22 | 22 | 22 
6. Dialysat. 

0,17 0,42 0,04 0,06) 18 15 17 17 | 17 | 18 | 18 
Innenlésung. 

0,15 0,52 0,08 | 0,05 | 15 16 | 21 22 | 22 | 30 | 3% 

Gelatineversuch. 

1. Dialysat. 

0,61 1,86 0,28 | 0.23 36 36 | 36 36 | 36 «40 | 41 


Verdauung mit 2 proz. Gelatine. 
39 37 36 34 34. «(38sé4d 


2. Dialysat. 

046 | 1,24 0,19 0,18 | 28 28 28 | 28 | 31 | 32 
3. Dialysat. 

0,32 0,86 0,14 O12 21 | 21 | 21 | 2 
4. Dialysat. 

0,21 0,58 0,10 | 0,10 14 15 17 17 
5. Dialysat. 

0,12 0,42 0,09 | 0,09 11 | ll ll 16 
6. Dialysat. 

0,10 0,26 0,07 | 0,06 9 we, 9 4 
Innenlésung. 

0,12 0,26 0,11 | O11 14 | 13 15 15 17 | 21 | 27 


Von der Innen-Anfangslésung (1. Casein-Trypsin, 2. Gelatine-Trypsin) 
sind je 10 cem die 6 Tage ohne Dialyse bei 37° gegangen. Verdauungsproben 
damit, 9cem:9cem Iproz. Casein, Entnahmen 5ccm:5ccm n/10 HCl, 

davon in lcem NH,—N, nach van Slyke. 











Stunden 
Nr. — sien — 
alee rabid Fee S AS 4 
1 | Casein-Trypsin . . . St} ee 4a] - a 
2  Gelatine-Trypsin. . 48 48 50 65 


Aus diesen Versuchen geht hervor: In der Kaltdialyse resultiert 
aus einer Trypsinlésung ohne Substratzusatz pro Tag ungefihr die 
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gleiche, geringe Enzymkraft des Dialysats, wobei diejenige des Innern 
in 6 Tagen kaum abnimmt. In der anschlieBenden Warmdialyse bleibt 
das Dialysat wirkungslos, wihrend in abermaliger Warmdialyse unter 
Caseinzusatz wieder schwache, aber deutliche Wirksamkeit im Dialysat 
erscheint, danach ist die Enzymkraft der Innenlésung stirker herab- 
gesetzt, und zwar relativ mehr nach der Caseinverdauung. Aus einer 
Casein-Trypsindialyse in der Wirme sind wirksamere Dialysate zu 
gewinnen als aus der Trypsinkaltdialyse, aber nur in den ersten Dia- 
lysaten, das Optimum liegt am zweiten und dritten Tage. Spaterhin 
ist aus der Caseinverdauung tiberhaupt kein wirksames Dialysat mehr 
zu bekommen, auch nach Caseinnachfiigung nicht, im Gegensatz zu 
Tabelle XXVIII, dritte Periode. 

In den Verdauungsversuchen tritt wiederum die Periodizitaét im 
Gange der Aminowerte hervor, und zwar fallt besonders auf, dab 
nach einem raschen Anstieg stets eine lingere Verlangsamung bzw. 
Stillstand folgt, an den erneuter Anstieg sich anschlieBt. 

Bei der Deutung der Befunde muB man an die doppelte Wirkung 
des Substrats bzw. der Spaltstiicke denken: die Hemmung und die 
Stabilisierung gegeniiber der Inaktivierung. Ob dieser Mechanismvus 
ausreicht, um alle Erscheinungen, vor allem die erneute Zunahme 
der Wirksamkeit und den gréBeren Enzymgehalt des Dialysats der 
Casein-Trypsinverdauung gegeniiber der Trypsinlésung wie auch der 
Gelatine-Trypsinverdauung zu erklaren, ist noch nicht zu entscheiden. 
Die Méglichkeit einer Entstehung enzymwirksamer Substanz wahrend 
der Caseinverdauung, welche manche der Beobachtungen zur Er- 
wigung stellen, ist nicht auszuschlieBen. Es ist damit ja keineswegs 
gesagt, daB sie ein notwendiger Bestandteil des tryptischen Mechanismus 
iiberhaupt sei, dagegen sprechen schon die Erfahrungen mit der Gelatine. 
Es kann aber doch durchaus sein, da fir ein System Trypsin—Substrat 
je nach der Art des Substrats verschiedene GesetzmaBigkeiten gelten. 

Der Beobachtung des Wellenganges der Enzymwirksamkeit kann 
man auch geniigen, wenn man die Statik der Beziehung Enzym- 
Hemmungsstoffe aufgibt. Die Periodik der Enzymkraft bei Gegenwart 
der Spaltprodukte wiirde dann eine Periodik von Hemmung und 
Hemmungsminderung anzeigen. Beriicksichtigt man nun einerseits 
die Beziehung dieser Periodik zu dem Gange der Aminowerte, anderer- 
seits die Tatsache, daB mit dem Fortgange der Verdauung der Gehalt 
an dialysablem Enzym bis auf Null abnimmt, so ergibt sich, wie mir 
scheint, als einfachste Annahme entweder die einer reaktionskinetischen 
Hemmung durch spitere Stufen einer gegen Ende hin langsamer fort- 
schreitenden Reaktionenfolge oder die einer Konkurrenz der Spalt- 
stiicke (hemmenden Substanzen) mit dem spaltbaren Substrat um 
das Enzym oder — wie ich annehmen méchte — beides. 
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Um iiber die angenommene chemisch-physikalische Verinderung 
des Triagers der enzymatischen Eigenschaft im Laufe der Wirkungs- 
iibung AufschluB zu gewinnen, sind Untersuchungen im Gange; daB 
im Fortgange der Verdauung der dialysable Anteil verschwindet, 
haben wir gesehen, es stimmt gut zu den eingangs mitgeteilten Beob- 
achtungen beziiglich der zunehmenden Bildung gréber-disperser Teilchen 
in der protahierten Verdauung. Ob die riickliufigen Bewegungen der 
Aminowerte als echte Peptidsynthesen zu deuten und ob sie auf solche 
Reaktionen mit dem Enzym als Partner zu beziehen sind, ist noch nicht 
zu entscheiden; es ist natiirlich nicht gesagt, daB etwaige Synthesen 
nur von diesem Typus sein miBten. 

Es sind Versuche begonnen worden, um die Verteilung des Substrats 
auf dialysierende und adialysable bis ausfallende Substanzen fest- 
zustellen. In Tabelle XXIX wurde eine erste Orientierung tber die 
Bausteinzusammensetzung der nacheinander gewonnenen Dialysate zu 
gewinnen versucht. Danach wiirde der relative Anteil der mit Phosphor- 
wolframséure fallenden Bausteine im Séurehydrolysat der Dialysate 
mit dem Fortgange der Verdauung abnehmen, wahrend in der Binnen- 
lésung am Schluf bei der Caseinverdauung ein relativ héherer Anteil 
bliebe. Dazu wiirden die nachstehenden, ebenfalls als vorliufig zu 
wertenden Versuche stimmen, in welchen die bei langerer Verdauung 
ausfallenden Substanzen in ihrer Bausteinverteilung mit der Ausgangs- 
lésung verglichen wurden, sie sind danach reicher an Diaminosiéuren 
und an melanoidingebenden Gruppen. 


Tabelle XXX. 
Von einer 3 proz. Casein-Phosphatlésung, 0,005 proz. Pankreatin (Rhenania), 
wurden zweimal! 150 cem mit HCl 24 Stunden bis zur Konstanz der Amino- 
werte hydrolysiert, im Hydrolysat nach van Slyke die Stickstoffverteilung 
auf Mono- und Diaminoséuren + Cystin sowie die Melanoidine bestimmt. 
Das iibrige Verdauungsgemisch wurde 14 Tage unter Toluol bei 37° gehalten, 
von den ausgefallenen Produkten durch ein gehirtetes Filter abfiltriert 
und das Filtrat wie oben behandelt. Die in zwei parallelen Versuchen 
gefundenen Werte sind in Prozenten des Gesamtstickstoffs angegeben. 
Ausgangslésungen : 2. 

ae ee ee 100 

Gesamt-Amino-N, ......... 57 57,0 

N, der Monoaminosiiuren. .... . 6 81,2 

N, der Diaminoséuren + Cystin. . . 4 18,8 

pS ee ee , — 

Filtrate: 

Co ae oe ee 100 

Gesamt-Amino-N, 

N, der Monoaminoséuren . 

N, der Diaminoséiuren + Cystin . 

Melanoidin-N, . 











EiweiGabbaustudien nach Bluttransfusionen beim Menschen). 
Von 
Hans Opitz und Karl Klinke. 
(Aus der Universitits-Kinderklinik zu Breslau.) 
(Eingegangen am 10. Mai 1924.) 


Auf Grund unserer an einem sehr groBen Material gewonnenen 
klinischen und hiamatologischen Erfahrungen nehmen wir an, daB 
die intravenése Zufuhr von Citratblut bei animischen Kindern vorzugs- 
weise als Substitutions- und nicht als Reiztherapie wirkt. In demselben 
Sinne sprechen auch Tierversuche mit vergleichenden Injektionen von 
Citratblut und himolysierten Erythrocyten, tiber die Metis berichten 
wird. Die folgenden Untersuchungen, die sich mit dem intermediaren 
EiweiBstoffwechsel befassen, bezweckten gleichfalls eine Aufklirung 
dariiber, ob transfundierte kérperfremde Erythrocyten im neuen 
Organismus zugrunde gehen oder sich lebensfihig erhalten kénnen. 
Dabei gingen wir von der Erwartung aus, daB der von den meisten 
Klinikern angenommene rasche Zellzerfall in einer Anderung der 
chemischen Zusammensetzung des Blutes zum Ausdruck kommen 
miisse, wie wir es bei konsumierenden Erkrankungen (Fieber, Car- 
cinom, Tuberkulose usw.) sehen. Derartige Untersuchungen sind 
unseres Wissens noch nicht angestellt worden. Die wenigen bisherigen 
Forschungen, die derselben Fragestellung galten, haben sich nur auf 
die Feststellung der N-Ausscheidung beschrankt, und zwar ausschlieBlich 
bei Tieren (Literatur bei Héri). Nur Biirger hat Stoffwechselversuche 
beim Menschen nach Transfusionen vorgenommen; die erhebliche 
N-Retention, die bis zu 98 Proz. betrug, bezieht er auf die Zuriick- 
haltung funktionstiichtiger Erythrocyten. 


Methodisches. 
Die uns erwachsende Aufgabe, die Vorginge im Blute bei intra- 
venéser Blutzufuhr zu erfassen, muBte sich nach den Vorstellungen 
orientieren, die wir tiber Verdauungs- und Abbauvorginge des Eiweibes 


1) Die Arbeit wurde zum Teil mit Hilfe der Rockefeller-Foundation 
ausgefiihrt. 
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iiberhaupt haben. Mit der Nahrung aufgenommenes Eiweif wird im 
Darmkanal bis zu Aminosiéuren abgebaut und tritt erst in dieser Form 
ins Blut tiber, aus dem es schlieBlich nach Desamidierung und erneuter 
Synthese zu Harnstoff als solcher ausgeschieden wird. Ahnlich muB 
der Vorgang bei parenteraler Einverleibung artfremden EiweiBes ver- 
laufen. Nur spielen sich hier offenbar auch die bis zu den Aminosiuren 
fiihrenden Verdauungsprozesse im Blute und den Geweben ab. Die 
Frage war, ob arteigenes Blut ebenso abgebaut wurde wie artfremdes 
EiweiB, oder ob es zum gréBten Teil als solches in den Bestand des 
K6rpers tibergeht. Ein Abbau miBte sich in einer Erhéhung der Amino- 
siuren oder des Harnstoffs oder in dem Auftreten niederer EiweiB- 
spaltprodukte im Blute nach der Transfusion zeigen. Zur Kontrolle 
des Erhaltenbleibens oder der Zerstérung der Erythrocyten wurden 
gleichlaufende Zahlungen ausgefiihrt, bei denen wir in dankenswerter 
Weise durch Kollegen Metis unterstiitzt wurden ; zur etwaigen Kontrolle 
von Wasserverschiebungen wurde auch der EiweiBgehalt bestimmt. 
Bei einem Teil der Versuche wurden ferner erginzende N-Bestimmungen 
im Urin vorgenommen. 

Blutuntersuchungen: Da wir iiber die chemischen Blutveranderungen 
nach intravenéser Blutzufuhr noch keinerlei Kenntnis besitzen, muBten 
wir uns in Reihenversuchen erst Klarheit dariiber verschaffen, wann 
wir einen méglichen Abbau fassen konnten. So wurde zunichst in 
stundenweisen Abstaénden, dann tiber Tage hinaus untersucht. Die 
Urinuntersuchungen erstreckten sich auf einige Tage kurz vor und einige 
Tage nach der Transfusion. Von Fizesuntersuchungen konnte bei 
dieser Art der Zufuhr Abstand genommen werden, da Forster und Héri 
im Kote nur minimalste N-Mehrausscheidung gefunden haben. Linger 
dauernde Versuchsperioden verboten sich bei den zum gréBten Teil 
in ihrer Immunitit schwer geschidigten Kindern von selbst. Um die 
Einfliisse wechselnder Ernihrung auszuschalten, wurde wahrend der 
Untersuchungszeit keine Anderung der Nahrung vorgenommen. Mit 
Ausnahme eines einzigen Falles handelt es sich um Séuglinge, die 
simtlich kiinstliche Nahrung erhielten. Die Reihenuntersuchungen 
innerhalb von 24 Stunden sind zum gréBten Teil — die Einzelbestim- 
mungen immer — am niichternen Kinde ausgefiihrt. Wo die Lange 
der Versuchsdauer dies unméglich machte, wurde jedenfalls ein ge- 
niigender Abstand von der letzten Mahlzeit eingehalten, um die Ein- 
flisse der Nahrungsaufnahme médglichst auszuschalten. Die Aus- 
schliige, die durch diese hervorgerufen werden kénnen, haben wir in 
einem besonderen Versuche bestimmt (Tabelle I). 

Den von Wilmanns nach EiweiBmilchmahizeiten bei Siuglingen 
gefundenen Anstieg des U*-N, der nach 2 Stunden seinen Héhepunkt 
erreicht hatte und nach 4 Stunden bereits wieder abgeklungen war, 
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Tabelle I"). 
ae ee oe Hi A Albi ; osens 
_— R-N—UteN Ut-N sdehetell: 
mg-Proz. mg-Proz. mg-Proz. 
R. L., 14 Monat, 5450 g, 150g Vollmilch. 
Re Ce Se eee 9 12 21 
2 Stunden nach der Mahizeit. . 3 14 27 
4 n ” n » es 8 13 31 
L. Sch., 17 Monat, 7120g, 180g Vollmilch. 
PE 6 a. es eo a 19 18 31 
1 Stunde nach der Mahizeit . . 37 13 22 
2 Stunden , - ‘ ws 13 21 33 
Orit ax @ 2 - 14 18 37 


konnten wir nach Fiitterung von nativer Kuhmilch nicht bestatigen. 
Zwar war bis zu 2 Stunden nach der Mahizeit eine deutliche Steigerung 
des gesamten R-N nachweisbar, doch war hieran der Harnstoff fast 
gainzlich unbeteiligt. Nur die Albumosenfraktion zeigte erst nach 
etwa 3 bis 4 Stunden eine Erhéhung, deren etwaige Miterfassung 
jedoch bei den groBen Transfusionsausschligen nur einen geringen 
Fehler bedingte. 

Wir muBten uns der haufigen Untersuchungen wegen der Mikro- 
methoden bedienen, die hinreichend genaue Resultate lieferten. 
Samtliche Untersuchungen sind mit Kontrollanalysen belegt. Alle 
Bestimmungen beziehen sich auf Gesamtblut, zweimal wurden Pa- 
rallelbestimmungen im Serum unternommen, die keine wesentlichen 
Differenzen ergaben. 

Fir die Aminosduren stand uns die Folinsche kolorimetrische 
Bestimmung mit £-naphthochinonsulfonsaurem Natron zur Verfiigung. 
die eine genaue Erfassung in 2ccm Blut gestattet. Wir haben sie bei 
zwei Fillen angewandt. Die Werte, die wir fanden, liegen fast auf der 
Hohe der Normalwerte Folins. Da sie nur geringe Schwankungen 
zeigten und die haufigen Punktionen den Kindern nicht zutraglich 
waren, begnigten wir uns sonst mit der Bestimmung der Aminosaure- 
fraktion nach Bang, dessen Methode wir auch fiir die U*-N-Bestimmung 
im Blute anwandten. Die Aminoséurefraktion wurde entweder durch 
eine der Harnstoffextraktion nachfolgende oder gesonderte Bestimmung 
des gesamten R-N mit Phosphormolybdansaure und Differenzberechnung 
gewonnen. Da uns letztere Methode genauere Resultate zu geben schien, 
haben wir sie zumeist benutzt. Unsere unbeeinfluBten R-N-Werte 


1) Die Niichternwerte unmittelbar vor der Mahlzeit bzw. Transfusion 
sind kursiv gedruckt. Unter R-N—U*-N ist die Aminoséurefraktion, 
unter Alb.-N der sogenannte Albumose-N verstanden. Das Eindicken von 
Blut geschah durch Abpipettieren des iiberstehenden Plasmas. Samtliche 
Injektionen wurden intravenés ausgefiihrt. 
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bewegen sich nach anfanglich ziemlich hohen Zahlen, wie sie der eine 
von uns schon friiher bei Animien festgesteilt hatte, zwischen 25 und 
43 mg-Proz., mit einem durchschnittlichen Fehler von 3 bis 4 Proz. 
zwischen den beiden Kontrollen. In den Tabellen ist nur die Differenz 
R-N—U’-N angegeben. 

Die Harnstofj-N-Bestimmung erfolgte mittels der Alkoholither- 
extraktion und gab uns ebenfalls Differenzen von 3 bis 4 Proz. Die 
von uns gefundenen Werte 12 bis 25 mg-Proz. bewegen sich etwa in 
derselben Héhe wie die Werte bei Erwachsenen und die von Gébel, 
sowie Stransky und Balint fir Kinder angegebenen, im Gegensatz zu 
Zahlen von Willmanns, der einen bedeutend héheren Normalwert 
von 36 bis 41 mg-Proz. findet. 

Albumosenfraktion. Zur Bestimmung der etwa auftretenden 
EiweiBspaltprodukte benutzten wir die Mikroalbumosenmethode nach 
Wolff, die sich im Prinzip an die Bangschen Methoden anlehnt. Hierbei 
werden die hochkolloidalen EiweiBsubstanzen mit 3,5proz., stets frisch 
aus P,O, bereiteter Metaphosphorsiure gefallt, der Extrakt nach 
24 Stunden nach Kjeldahl verascht. Die Differenz zwischen dem N 
dieser Fraktion und dem Gesamt-R-N muB sich auf kolloidale Sub- 
stanzen beziehen, die in die Polypeptid- und Albumosengruppe gehéren. 
Die Frage, ob es wirklich echte Albumosen sind, die hier gefaBt werden, 
und die fiir die Verdauungsphysiologie von héchster Bedeutung ist, 
war fiir uns irrelevant. Nach Bywaters Untersuchungen (Literatur 
bei Morawitz) ist die sogenannte Serumalbumose ein Mucoid, ein an 
Kohlehydrat gekoppeltes EiweiBbruchstiick. Wir muBten jedenfalls 
eine die individuellen Schwankungen nach einer Transfusion iiber- 
steigende Menge dieser Fraktion als niederkolloidales, unter dem 
Einflu8B der Blutinjektion auftretendes EiweiB auffassen. Diese Be- 
stimmungen hatten eine héhere Fehlerbreite von etwa 6 bis 8 Proz. 

Die GesamteiweiBbestimmungen wurden nach der Mikrokjeldahl- 
methode (Bang) ausgetihrt (Fehler etwa 3 bis 4 Proz.). 

Urinuntersuchungen. Bei den Urinuntersuchungen war die Frage 
offen, ob man die gesamte N-Ausscheidung oder nur den Harnstoff 
bestimmen sollte. Nach unseren Vorstellungen tiber den EiweiBabbau 
muB der allergréBte Teil als Harnstoff ausgeschieden werden, falls 
nicht die Nieren fiir EiweiB durchlassig sind; dies war bei unseren 
simtliche Fallen (ausgenommen die intravasalen Himolysen) nicht der 
Fall. Der Aminosiure-N konnte eventuell als solcher ausgeschieden 
werden, doch fand Stolte, daB intravenés injizierte Aminosiuren fast 
simtlich als Harnsteff im Urin wieder erscheinen, und Gébel wies nach, 
daB der Amino-N eine von Hunger und Nahrungszufuhr ziemlich 
unabhangige GréBe darstellt. Der Gesamt-N zeigte dagegen in einem 
Versuche auf intravenése Kochsalzzufuhr hin eine deutliche Steigerung, 
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ebenso wie nach einer Blutinjektion, wihrend der U*-N nur bei der 
Blutinjektion eine Erhéhung aufwies. Dieser Versuch bestiitigte die 
Richtigkeit unserer Auffassung, daB wir das Hauptgewicht auf die 
Bestimmung des U*-N legten, die mittels der Ureasemethode aus- 
gefiihrt wurde. Dies Ferment, das fiir alle Untersuchungen gleich- 
maBig verwandt wurde (s. Deist), war von der Tauentzien-Apotheke 
Berlin bezogen. Mit reinen Harnstofflisungen angesetzte Kontroll- 
versuche gaben befriedigende Resultate. Die Bestimmung des pri- 
formierten sowie des neugebildeten NH,-N geschah durch Durchliiften 
von 2,0 bzw. 0,2 ccm mit Na, CO, alkalisierten Urins gegen n/50 SO,H, 
und Titration mit n/50 NaOH; als Indikator wurde Methylrot ver- 
wandt. Die bei dieser Bestimmungsmethode mitgewonnenen N H,- 
Werte zeigten im ganzen bei den einzelnen Kindern geringe individuelle 
Schwankungen. In ihrer Gesamtheit bewegen sie sich zwischen 7 
und 15 Proz. des U*-N. Irgendwelche Abhingigkeit von der Trans- 
fusion ist nicht zu ersehen, zumal ja das NH, keine normale Endstufe 
des EiweiBzerfalls darstellt, sondern als Regulator der Blutalkalitat 
anzusehen ist (Czerny-Keller). 

Bei der in einer Untersuchungsreihe durchgefiihrten Differenzierung 
des gesamten ausgeschiedenen N wurde zur Gesamt-R-N-Bestimmung 
die Phosphorwolframsiurefaillung, zur Fallung bis zur Albumosen- 
gruppe (s. oben) eine Metaphosphorsiure verwandt, die so angesetzt 
war, daB die Konzentration in der zu untersuchenden Portion 3,5 Proz. 
betrug. Der N-Gehalt der Filtrate dieser beiden Fraktionen sowie der 
Gesamt N wurde nach der gewéhnlichen Makrokjeldahlmethode be- 
stimmt. Die Differenzberechnung ergab den auf die einzelnen Fraktionen 
entfallenden N-Anteil. Der Urin war stets mit Thymol konserviert und 
wurde so frisch als méglich verarbeitet. 


N-Bestimmungen im Blut. 

Betrachten wir zunichst den EjinfluB, den die Injektion von 
Gesamtblut auf die EiweiBstoffe des kreisenden Blutes ausiibt. Hier 
handelt es sich um Fille, wo die zugefiihrten Erythrocyten fast genau 
zahlenmaBig [Tabellen II, a und b, III, IV, a und b, V, b] oder doch 
allergréBtenteils Tabelle VIII, b in Erscheinung treten und auch 
spaterhin nachweisbar bleiben, mit Ausnahme von Versuch II, a. In 
allen Fallen kommt es zu einer mehr oder weniger erheblichen Steigerung 
des U*-N-Spiegels und der Albumosenfraktion, die sich schon in den 
ersten 3 bis 6 Stunden vollzieht, um dann wieder abzusinken. Der 
Nichtharnstoff-R-N (R-N—U*-N) bleibt nahezu unverindert. Wahrend 
jedoch der U*-N nach 24 Stunden die Ausgangswerte wieder erreicht 
hat, ist es bei der Albumosengruppe nur in einem Teile der Versuche 
der Fall. Bei 4 ist diese nach 48 Stunden noch erheblich erhéht, und 
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Tabelle 11. 
L. Sch., 17 Monate. Ziegenmilchanimie ohne typisches Blutbild. 
a) 25. November. 5380g. Zufuhr von 60cem fremden 3 Stunden alten 
Blutes. 650000 Erythrocyten pro Kubikmillimeter. b) 7. Dezember. 
6110g. 75cem (davon 30cem Plasma) 20 Stunden alten miitterlichen 
Blutes mit 7 Millionen Erythrocyten, 20,8 Proz. EiweiB, 35 mg-Proz. R-N, 
16 mg-Proz. Alb., 20 mg-Proz. U*-N. Zufuhr 1,19 Millionen. ec) 20. Dezember. 
6270 g. 55 ccm 18 Stunden alten miitterlichen Plasmas mit 6,7 Proz. EiweiB, 
35 mg-Proz. R-N, 28 mg-Proz. Alb., 22 mg-Proz. U*-N. 








Blut e: Harn 
Datum | i E EiweiB ze i | z & % E Menge | U+-N Bemerkungen 
| f= | Pros. |”) 8) > # <2 com r 
a) 
21. XI. 1,26 11,7 33 18 25 — — Bei der Aufnahme 
.XI. | 108; 119| 17 | »| woe) — | — noch Meblosit 
n.6Std., 1,65| 118; 16 | 23 | 46) — | — 
2. X11.) 1,10 | 13,2 17 9) 6) —| — 
5. XII. 1, 126 20 | 18 | 16 240 | 0,805 | 
6. XI. pet ae ved | see nm 235 | 0.847 | Im Mittel 0,826 g 
b) | 
7.XI1. 150 112 28 | 18 | 28 | 250 | 0,964 |) Zugef.Ges.N 2,442, 
n.3Std. 2,78 125 64 | 25 7) —-) = On asst 
n.6, 234) 128) 35 | 21 6 — | — 7.u. 8. XI. 
8.XII. — 11,2) 36 | 20 29 | 240 | 1,032 | Temperatur bis 35.4 
9 Samte - Traus> 
OXI} —|—/| — | — | — | 280 | 0,828) sireidung0.344gN 
c) | 
weet) — | =| = | = | x | Be Ses) eee 
20.XII. 340 132, 58 | 33 31 230 | 0,946  Zugef. Ges..N 0,590 g 
n.3Std. 3,08 129 43 | 32 24 _— _ 
21.XII. 286 131 47 | 33 26 250 | 0,988 
2.X1l. — — — | — — | 220 | 0,969 
23.X11., — | —;| — | — | — | 200 | 0973 
24. XTT. —_ — —_ | — — 180 0.861 Gesamte Mebraus- 
| | scheidung 0,642 g N 
Tabelle 111. 


R.L. 13 Monate. Postinfektidse Animie bei Ziegenmilchernéhrung. 
6. Februar. 5380 g. 75 ccm 24 Stunden alten von 205ccm auf 140 cem ein- 
geengten miitterlichen Citratblutes. 6,6 Millionen Erythrocyten, 18,5 Proz. 
EiweiB, R-N 29, Alb.-N 55, U*-N 15 mg-Proz. Zufuhr pro Kubikmillimeter 

kindlichen Blutes 1,2 Millionen Erythrocyten. 








Datum und Zcit ry Eiweif mie | U*-N acketon 
Millionen Proz. mg+Proz. mg»Proz. mg-Proz. 
eS a ke ii as woe 2,70 13,2 15 13 17 
Nach */,Stunden .../| — 12,6 14 15 58 
»' Be S | _— 15,0 25 21 59 
| F » sis at — 14,2 20 25 76 
3 ° —_ 14,4 7 31 53 


i Saye te med cae “3 
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Tabelle 1V. 


H.S., 1 Jahr. Ziegenmilchanaimie, einfache sekundire Animie. 
a) ll. Januar. 7000 g. 90 ccm 5 Stunden alten miitterlichen Blutes von 
150 cem auf 110 cem eingeengt mit 6,1 Millionen Erythrocyten, 19,7 Proz. 
Eiwei8, 60 mg-Proz. R-N, 20 mg-Proz. Alb.-N, 24 mg-Proz. U*-N. Zufuhr 
| Million pro Kubikcentimeter. Seit 8 Tagen Fieberzacken. b) 17. Januar. 
7280 g. 125 cem von 210 cem auf 165 cem eingeengten miitterlichen Blutes 
mit 5,7 Millionen Erythrocyten, 21,8 Proz. EiweiB, 43 mg-Proz. R-N, 
18 mg-Proz. Alb., 19 mg-Proz. U-N. Zufuhr 1,4 Millionen. Fieberfrei. 
c) 22. Februar. 7200 g. 90 ccm Erythrocyten-Suspension 15 Stunden nach 
der Entnahme mit 5,2 Millionen Erythrocyten, 11,2 Proz. EiweiB. Zufuhr 
910000. d) 27. Februar. 7290 g. 85 cem frischen miitterlichen Plasmas mit 
6,5 Proz. EiweiB. 

















Blut Urin 
mel E Eiweis 7% & z E % EB Menge | UN Bemerkungen 
| SE | Pros. I 2 ~~ <2 com g 
a) 
LL. I. | 0oe| 6 | 8 | w}— | — 
n, 48td. 2,63 12,2 16 35 49 — -= 
12. I. 2.52 11,7 16 19 45 — —- 
13. I. 249 128 20 21 36 a —- 
b) 
17. 1. 269 143 17 23 20 —_ —_— 
n. 36 Std. 451 16,5 19 18 37 — = 
20. I. — —_ —- —- — 510 = 0,905 
21. I. — — — a ~- 510 ~~ 0,905 
eR ee ee Des ee ee ek, 
5. IT. —_— —_ — -- 370 © 0,988 >} Im Mittel 0,913 g 
10. IT. -- —_ — - —- 320 | 0,880 
11. IT. -— — — a --- 380 §60,951 
aye fae eo le) ot a ae 
13. IT. 4,47 17,0 16 16 s — oo 
c) 
19. IT. — a -- — a 405 =-:11,236 
20. IT. ~- _— — — -— 500 =: 0,962 , ‘ 
1.1m | ar; —|—! — | — | seo | 16008 Se Spa CA" 9 
22. LI. 461 219 34 16 10 400 1,365 Zufuhr 1,612gN 
n. 2Std. 5,03 210 21 12 46 a a 
a4, | 6) 009! 7 | 8 | oi — | — 
coe fo 2 ee ae | ee ef 
‘oe five a Ul ee fe Se ee 
23. II. 5,87 23,0 16 13 29 370 = (0,915 Gesamte Mehraus- 
d) fubr 0,368 g 
27. IT. 549 220 22 13 7) 370 1,374 Zugef. Ges.-N 0,884 g 
n. 28td. 48 19,7 18 19 12 —- —— Durchschnittliche 
m4, | 50 | 907) 14 a1 | 16 | — | — | Foppemsete 
mn 6 . | 530| 07' 15 | | 9) —| — 7 
a: 3. — 20,8 19 21 27 — — 
n24 . 571 28 WW 21 32 210 | 0,923 
1. | seo; —| — | | — | 900 / LI 
2. III. —_ oo —_— — = 280 | 1,059 Mebrausfuhr 0,822, 
5.111. 5,40 19,9 28 14 ora) — 
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Tabelle V. W.0O., 6 Jahre. Posthaimorrhagische Animie. 
a) 3. April. 14900g. 125 cem Erythrocyten-Suspension (Fremdblut) mit 
8,2 Millionen. Berechnete Zufuhr 1,08 Millionen. Subfebrile Temperaturen. 
b) 18. April. 16000 g. 160 cem von 230cem auf 175 ccm eingeengten fremden 
Blutes mit 5,9 Millionen, 23,4 Proz. EiweiB, Alb. 7, R-N 51, U*-N 25mg Proz. 
Berechnete Zufahr 830000. 





Blut , Urin 
Datum z Z Eiweif ot FE Zz 3 | 4 : Menge U+t+sN Bemerkungen 
== > a ~ 1 £* 
SE Proz. = - - = < = com 8 
a) 
3. IV. | 151 97| 21 15 8 412 2441 Durchochaiet vom 
« U. 3. . 

4. IV. 151 96 25 14 4 400 3,325 Zugef. Gesamt-N bee 
n.38td. — 93 32 il 42 | rechnet suf 3.6¢ 
n.68td. — 12.0 19 20 30 — — 

5.IV. | 193 100 19 19 23 600 3,317 Gesamte Mehraus- 

6.1IV. 217! 105 17 20 17 405 2,255 fubr 1,76g N 

7.1V. 196 108 20 21 16 820 2,227 

8. IV. 1,72 10,4 17 21 14 500) «2.145 

9.IV. | le; — _ — — | 40 | 2373 

10. IV. 1,87 10.2 22 21 7 440 2,380 
b) 
17. IV. — — — 570-2544 


18.1IV. 167 105 20 18 7 520 3,328  Zugef. GesuN 59g 
n.3Std 332 122) 21 27 10 — -- 

a. . 3,74 13,1 23 25 21 —_ _ 

19.1V. 3,11 12,4 28 13 ll 500 3,336 Gesamte Mehraus- 
2.1V. | 262 124); 22 16 10 405 2,325 scheidung 1,58 g 
21.IV. | 286 126); 20 18 8 450 2,520 

22.1IV. | 290) 13,1 24 15 6 800 2,738 

23.1V. | 3,03 13,0) 23 15 7 500 = 2,660 
auch nach weiteren 4 Tagen liegt der erhobene Wert noch itiber dem 
gewohnlichen Niveau. Dieser Siéugling reagierte tiberhaupt bei allen 
Untersuchungen mit einem ungewéhnlichen hohen Anstieg der Albu- 
mosenfraktion, so daB man hier an ein besonderes, vielleicht durch 
konstitutionelle Momente bedingtes Verhalten denken mub. Im Gegen- 
satz zu den beobachteten Erhéhungen sehen wir bei II, a kurz nach 
der Injektion einen direkten Albumosensturz bei einem gleichfalls 
abweichenden Verhalten des R-N—U*-N. Dieser zeigt nimlich gleich- 
zeitig entgegen den sonstigen Feststellungen nach 3 Stunden eine 
enorme, aber rasch voriibergehende Erhéhung. Das Alter des injizierten 
Blutes ist hierfiir nicht etwa verantwortlich zu machen, wie die anderen 
Versuche beweisen, auch kann der im Spenderblut vorhandene Gehalt 
an den verschiedenen EiweiBstoffen wegen der erheblichen Verdiinnung 
durch das Empfingerblut keine Rolle spielen. Man kénnte daran 
denken, daB in diesem Falle, da bei den Untersuchungen nur einzelne 
augenblickliche Zustande des Blutes erfaBt werden, der AbbauprozeB 
des zugefiihrten EiweiBes bereits bis zum R-N gediehen sei. Doch 
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dirfte sich dieser kaum so stufenweise vollziehen, wie wir denn auch 
sonst gewohnlich gleichzeitig eine Erhéhung der Albumosengruppe 
und des R-N beobachten. Abweichungen von dem allgemeinen Ver- 
halten sehen wir ja bei biologischen Vorgiangen sehr hiufig. So wird 
auch bei diesen biochemischen Prozessen, die durch die verschiedensten, 
uns vielfach noch unbekannten Faktoren teils direkt, teils, wie z. B. 
durch Diffusionsvorginge, nur scheinbar beeinfluBt werden, dieses 
oder jenes Ergebnis noch ungeklart bleiben miissen. Daher kénnen auch 
nur gleichartige Ausfalle in weiteren Grenzen Beriicksichtigung finden. 

Im allgemeinen ist also nach der intravenésen Injektion von Citrat- 
blut eine Erhéhung der Albumosenfraktion und des U*-N nachweisbar, 
die wir auf EiweiBzerfall beziehen miissen. Um zu entscheiden, welcher 
Teil des Blutes zugrunde geht, muBten die fliissigen und morphotischen 
Bestandteile getrennt injiziert werden. Und zwar wurde das Plasma 
etwa in der gleichen Menge wie zuvor das Gesamtblut verabfolgt. 
Die dadurch erzielten chemischen Blutveranderungen gleichen weit- 
gehend denen nach Zufuhr von Originalblut. Auch hier sehen wir 
sehr rasch eine Erhéhung des U*-Spiegels, der bei H. S. [Tabelle IV, d] 
und L. Sch. [Tabelle II, c] sogar nach 24 Stunden noch nicht abge- 
klungen ist. Die Steigerung der Albumosenkurve halt nicht nur bei 
H.8. wie nach Gesamtblutinjektion linger als einen Tag an, sondern 
auch bei K. B. [Tabelle VIII, c], wo sie erst nach 3 Tagen zur Norm 
zuriickkehrt. Dieser protrahierte Verlauf findet wohl seine Erklarung 
in dem Umstande, daB in dem einverleibten Gesamtblut sehr viel weniger 
Plasma enthalten war als bei diesen Plasmaversuchen. Daf nicht 
die Flissigkeitsinjektion als solche vielleicht infolge Mobilisation 
etwaiger im Gewebe abgelagerter Stoffe diese Blutverinderungen be- 
dingen kann, zeigt die véllige Wirkungslosigkeit gleicher Mengen 
physiologischer Kochsalzlésung bei K. B. (Tabelle VIII). 

Die Gleichartigkeit der chemischen Blutverinderungen, die sowohl 
durch Gesamtblut wie durch Plasmazufuhr allein entstehen, legt den 
Gedanken nahe, daB vorzugsweise nur der flissige Bestandteil des 
Spenderblutes dem Abbau verfallt, waihrend die Erythrocyten im 
ganzen unversehrt bleiben. In diesem Sinne spricht auch die Fest- 
stellung, daB nach Injektion von gewaschenen Erythrocyten der R-N, 
insbesondere der U*-N nicht nur keine Erhéhung, sondern eher eine 
geringe Senkung erfahrt, wihrend die nach 5 Tagen erfolgende Plasma- 
injektion zu einem prompten Anstieg der U‘-N-Kurve fihrt 
[Tabelle IV, c]. Bemerkenswert ist der hohe Spiegel der Albumosen- 
fraktion, der vielleicht auf den Zerfall einer sehr geringen Menge durch 
das Waschen geschidigter Erythrocyten beruht. Dieser miiBte so klein 
sein, daB er bei der fortlaufenden Erythrocytenzihlung nicht zum 
Ausdruck kommt. 
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Tabelle VI. 


J.S. Ziegenmilchanimie vom Jaksch-Haymschen Typ. 
11 Monate. 5640g. 60 ccm 17 Stunden alten, von 180 ccm auf 85 cem 


eingeengten miitterlichen Citratblutes mit 7,1 Millionen. 








Blut — Urin 
Dewm | 22 piwes|-42| 22) 22 Menge | U+sN Bemerkungen 

oz | 456|) 78) 24 

cs Proz. | z| = zB < Fy ccm 8 
26.1IV. | 246) 11,1 13 18 32 80 0,590 
27.IV. 240: 105) 16 16 33 280 1,645 Zugef. Gesamt-N bes 

rechnet auf 2.44 

n.3 Std.) 2,93 9,7 | 21 30 2 — —_ Voriibergebende | 
n.6 , | 3,11| 127) 28 | 26 — — Sumpeaaiuntaton. 
28.IV. | 283 124) 21 33 140 0,804 Hamoglobinurie 
29. IV. —_ 10,4 23 25 150 0,630 Ges. Mebraust. 1,27 g 
30.1IV. 260 105 13 23 100 0,594 


110 0,640 Subfebrile Tempe- 


iF. 2,46 9,9 24 18 ratur (Schnupten und 


BARRERA 


2.V. 242, 100 21 | 16 120 0.612 ( Sronchitis) 
3.V. 235 105| 18 24 140 0,640 
av. | —| ngs| 2 | 2 one ee 


Unvergleichlich starker sind die Ausschlige in den Fillen, wo 
eine intravasale Hamolyse auftritt (Tabelle VI), oder wo die zugefiihrten 
Erythrocyten zwar nicht stiirmisch aufgelést werden, aber sich doch 
nicht lebensfahig erweisen, wie die Erythrocytenkurve [Tabelle V, a} 
zeigt. Hier sehen wir nicht nur einen U*-Anstieg, sondern auch ein 
iiber mehrere Tage erhéhtes Niveau. Die Albumosenfraktion verhalt 
sich in diesen beiden Versuchen wieder nicht gleich. Wiahrend sich 
bei W.O. [Tabelle V, a] der Anfangswert innerhalb weniger Stunden 
verzehnfacht, um erst im Verlauf von 6 Tagen zu diesem zuriick- 
zugehen, tritt bei J.S. (Tabelle VI) ein Sturz bis auf Null ein, dem 
ein allmahlicher Anstieg auf das an sich sehr hohe Ausgangsniveau folgt. 

Was die GesamteiweiBwerte anlangt, so kann man sagen, daB 
sie im allgemeinen mit den Erythrocytenzahlen parallel gehen.~ Das 
stimmt aber nur im groBen und ganzen. Besonders am Transfusions- 
tage, wo zweifellos Diffusionsvorgiinge eine groBe Rolle spielen, sieht 
man nicht selten Inkongruenzen [z. B. Tabelle IV, c], so daB man bei 
alleiniger N-Bestimmung ein falsches Bild von den Strémungsprozessen 
zwischen Blut und Gewebe erhalten kann. Wir méchten daher in Uber- 
einstimmung mit Nonnenbruch bei Verfolgung dicser Verschiebungen 
der Erythrocytenzihlung den Vorzug geben. 

Kurz zusammengefaBt ergibt sich, daB der Spiegel der nicht koagu- 
lablen EiweiBkérper im Blute nach Injektion von Gesamtblut keine 
anderen Anderungen erleidet als nach Injektion von Plasma allein, 
wtihrend ein ausgedehnter Erythrocytenzerfall einen viel linger dauernden 
Ausschlag ergibt. 

Biochemische Zeitschrift Band 149. 20 
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N-Bestimmung im Harn. 

Wenn wir auch bestrebt waren, durch méglichst zahlreiche Blut- 
entnahmen zu verschiedenen Zeiten einen genauen Einblick in den 
intermediairen EiweiBstoffwechsel nach Transfusionen zu gewinnen, so 
erfaBt man doch durch diese Analysierung des Blutes immer nur augen- 
blickliche Zustinde ohne Riicksicht auf die ausgleichende Titigkeit 
der Nieren. Daher schien es uns zweckmabig, einen Teil dieser Unter- 
suchungen mit Harn-N-Bestimmungen zu kombinieren. 

Schon die intravenése Zufuhr von 60 cem Kochsalzlésung bewirkt 
in Bestiatigung der Versuche Forsters eine Steigerung der N-Ausfuhr, 
die im Verlaufe von 2 Tagen 0,714 g betrigt. Interessanterweise ist 
der U* hierbei gar nicht beteiligt, vielmehr erfolgt das gesamte Plus 
zgugunsten der R-N—U*-N-Fraktion (Tabelle IX). Es handelte sich 
offenbar um eine vermehrte Ausschwemmung aus dem Gewebe, ohne 
daB der Blutspiegel sich dabei erhéht. 

Nach Plasmazufuhr wird in zwei Fallen [Tabellen IT, ¢ und IV, d} 
die gesamte EiweiBmenge im Verlaufe von 4 bis 5 Tagen wieder aus- 
geschieden, wahrend bei einem dritten Kinde [Tabelle VIII, c] die 
Ausfuhr die Einfuhr sehr erheblich tibersteigt. Hierfiir diirfte dic 
starke, durch reichliche Teegaben bedingte Diurese verantwortlich 
za machen sein, die sonst nicht in diesem AusmaBe erfolgte. DaB art- 
eigenes Serum in gleicher Weise dem Abbau verfillt wie artfremdes, 
wurde bereits von Forster 1875 festgestellt. Seine und unsere Ergebnisse 
stehen im Widerspruch zu den Versuchen Lommels, der nur nach in- 
aktiviertem artcigenen Serum eine Mehrausfuhr beobachtete, wihrend 
aktives unzerstért blieb. 

Die U*-Kurve im Harn, die anlaBlich der Injektion gewaschener 
Erythrocyten bei H. S. [Tabelle IV, c] gewonnen wurde, ist leider 
nicht eindeutig. Die ermittelte Mehrausscheidung von 0,368¢ N, 
die etwa 228000 Erythrocyten entsprechen wiirde, diirfte kaum lediglich 
durch Zellzerfall bedingt sein, wenn man auch gerade bei gewaschenen 
Blutkérperchen am ehesten mit Schadigungen der Zellen und einem 
gewissen Verlust rechnen mu [vgl. Tabelle V,a und b]. Aber ein 
nennenswerter Untergang hitte wohl in den Erythrocytenkurven des 
kreisenden Blutes und in dem sonst allgemein beobachteten Anstieg 
des Blut-U*-N zum Ausdruck kommen miissen. Wieweit die Blut- 
albumosenfraktion einen Mafstab fiir die GréBe des Zellzerfalls bildet, 
entzieht sich unserer Kenntnis. Wir halten es fiir wahrscheinlich, 
daB die gesteigerte U*-Ausfuhr im Harn keineswegs lediglich durch 
die vorliegende Injektion bedingt ist. Bereits 9 Tage zuvor waren 
gewaschene Erythrocyten zugefiihrt worden, die jedoch allmahlich 
aus der Blutbahn verschwanden, und der hohe Harn-U*-Wert 2 Tage 
vor der jetzigen Ubertragung spricht dafiir, da8 immer noch eine 
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U"-Ausschwemmung bestand. So diirfte unser Resultat durch die 
vorangegangene Blutzufuhr noch mit beeinfluBt sein. 


Tabelle VII. 


W.L., 8 Monat. 5480g. Alimentaire Aniimie, klinisch Jaksch-Hayemscher 
Typ, hamatologisch Chloranimie. 
a) 26. Juni. Injektion von 10 cem frischen miitterlichen Blutes. Starke 
Hamoglobinurie. b) 28. Juni. Injektion von 19 ccm miitterlichen Blutes. 
Wieder starke Himoglobinurie. c) 30. Juni. Zufuhr von 50 cem frischen 
fremden Blutes. d) 3. Juli. Injektion von 75cem 15 Stunden alten 
fremden Blutes mit 6,1 Millionen Erythrocyten. Zufuhr 1,14 Millionen 
Erythrocyten. Temperatur 38°. 





Un 





Erythrocyten Urinmenge 
oem Millionen com g Bemeshunges 
_— 200 1,081 
5 aufeinander- _ 225 1,161 | 
folgende Taye —_ 180 0,946 Im Mittel 1,07 g 
ohne Datum a 220 1.120 | 
—_ 220 1,043 
23. VI. 3.07 360 1,104 
24. VI. — 270 1,225 Im Mittel 1,10 g 
25. VI. a 360 0981 =| 
a) und b) 
27. VI. 2,90 385 2,093 
28. VI. 2.68 185 1,840 Starke Hamoglobinurie, 
40° Fieber 
29. VI. 2.80 300 1,019 Gesamt-N-Zutuhr ber. auf 
0,928 g, Mehrausf. 1,73 g 
c 
30. VI. — 380 1,066 
1. VII. _ 250 0,936 Keine Reaktion 
2. VII. 3,17 170 1,086 
d) 
3. VII. — 320 1,075 
4. VIL. 4.6 — ints 
5. VII. 4.6 — _— 


Die Transfusion von Gesamtblut wirkt auf die U*-Ausscheidung 
durch den Harn nicht ganz einheitlich. Bei W.L. [Tabelle VII, c]} 
sehen wir innerhalb von 3 Tagen iiberhaupt keine vermehrte N-Ausfuhr. 
Bei L. Sch. [Tabelle II, b] wird entsprechend der Erythrocytenkurve 
nur das Plasma abgebaut. Eine geringe, den Plasma-N iibersteigende 
Mehrausscheidung weist W. O. [Tabelle V, b] auf. Diese betriigt 
etwa '/, des zugefiihrten ZelleiweiBes. Die im Empfingerblute fest- 
gestellten, abnorm hohen Erythrocytenzahlen sprechen fiir eine Ein- 
dickung und geben daher in diesem Falle keinen Aufschlu8 tiber den 
Prozentsatz der lebensfahigen fremden Blutkérperchen. Es ist méglich, 
daB das Ausfuhrplus durch eine Ausschwemmung infolge der Trans- 
fusion als solcher bedingt ist, wie wir es auch nach Plasmazufubr ge- 
sehen haben; doch liegt die Annahme naher, da8 bei den Transfusionen 
neben dem PlasmaeiweiB ein verschieden groBer Prozentsatz ge- 
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schiidigter Erythrocyten in Verlust gerit. So méchten wir auch den 
geringen AusfuhriiberschuB bei K. B. [Tabelle VIII, b] deuten. Wir 
kommen also in Bestaétigung der Biirgerschen Befunde beim Menschen 
zu denselben Resultaten, wie sie durch Altere (Panum, Worm-Miiller, 
Forster, Gellmuyden) und neuere Forschungen (Lommel, Hari) im Tier- 
versuch erhoben worden sind. Auf jeden Fall ist dort, wo eine durch die 
Transfusion gehobene Erythrocytenkurve konstant bleibt, eine erhebliche 
N-Retention festzustellen, die nur mit der Lebensfdhigkeit der zugefiihrten 
kérperfremden Blutzellen erkldrt werden kann. Wo die Erythrocyten- 
zahlen wieder zuriickgehen oder wo die Himoglobinurie einen raschen 
Zerfall anzeigt [Tabellen VI und VII, a und bj], da tritt auch wirklich, 
wie nicht anders zu erwarten, eine erhebliche U*-Ausschwemmung auf, 
die entweder tiberschieBend sein oder hinter der zu erwartenden Menge 
zuriickbleiben kann. Gerade bei Fall 7 ist der Unterschied zwischen 
einer erfolglosen und einer wirksamen [Tabelle VII, c] Transfusion 
sehr instruktiv. Dabei ist die Ausscheidung in unseren Fillen in etwa 
3 Tagen beendet, auch wenn die Erythrocytenkurve in den folgenden 
Tagen noch etwas weiter sinkt, oder das Niveau des U*-N und der 
Albumosenfraktion im Blute noch leicht erhéht ist. Der hierbei reti- 
nierte N kommt offenbar dem Aufbau von Kérpersubstanz zugute. 
Andererseits sehen wir ein Anhalten der vermehrten U*-Ausfuhr durch 
den Harn, und zwar ohne gesteigerte Diurese zu einer Zeit, wo die 
verschiedenen Blut-N-Spiegel wieder ihre urspriingliche Héhe erreicht 
haben. Diese bilden also keinen MaBstab fiir eine etwaige Retention 
zerfallenen EiweiBes (Lichtwitz, Rosenberg, Nonnenbruch), vielmehr 
kann der im Gewebe gespeicherte U* allmahlich ohne Verinderung 
des Blutspiegels ausgeschieden werden, wobei wir natiirlich intakte 
Nieren voraussetzen. Ob die rasch voriibergehende Zunahme des 
U*- und Albumosen-N im Blute, die wir in allen den Fallen, wo es 
zum Untergang von kleineren Mengen zugefihrten arteigenen EiweiBes 
kam, beobachteten, nur der Ausdruck der schweren momentanen 
Gleichgewichtsstérung ist, oder ob sich in dieser Zeit der ganze Abbau 
volizieht, kann man nicht mit Sicherheit entscheiden. Die langer 
dauernde Erhéhung bei sehr umfangreichem Eiweifzerfall spricht eher 
fir letztere Annahme. Andererseits zeigen die Stoffwechselversuche 
von Weicksel bei Pyrogallolananimien, daB auch ein sehr erhéhter 
Zellzerfall ohne R-N-Erhéhung im Blute vor sich gehen kann. 
Uberblicken wir die vorstehenden Versuche, so ergibt sich, dap die 
im Blute nachgewiesenen chemischen Vertinderungen und die Mehr- 
ausfuhr von U* im Harn nach Injektion von Gesamtblut im wesentlichen 
durch die Plasmakomponente bedingt sind, wiihrend der Zellzerfall nur 
von untergeordneter Bedeutung sein kann. Das gilt natiirlich nur fiir 
erfolgreiche Transfusionen, wo also die zugefiihrten Erythrocyten sich 
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im Empfdngerblute zahlenmadBig nachweisen lassen. Ein einigermapen 
umfangreicher Erythrocytenabbau prdgt sich eindeutig sowohl in der 
Blut- wie in der Harnanalyse aus. Dabei ist es nicht méglich, aus dem 
Stoffwechselversuch allein den Trans{usionseffekt zu beurteilen, denn die 
Schwankungen im intermedidren LEiweifstoffwechsel geben innerhalb 
gewisser Grenzen keinen Mafstab fiir die absolute GréBe des Zerfalls 
noch dafiir, ob Plasma oder Erythrocyteneiweif zerstért wird. Und 
ebenso entspricht die im Harn festgestellte Mehrausfuhr von U~ nicht 
immer dem absoluten Eiweifzerfall, da der Kérper N retinieren kann. 
Diese vorhandene Liicke wird iiberbriickt durch fortlaufende Erythrocyten- 
ztihlungen, die unentbehrlich sind. Im Verein mit diesen aber liejern 
die vorliegenden Untersuchungen eine Bestitigung unserer Auffassung, 
dap die zugefiihrien kérperfremden Erythrocyten lebensfihig sind. 
Zusammenfassung. 

1. Nach intravenéser Injektion von Gesamtblut zeigt sich eine 
Erhéhung des U*-N-Spiegels und der Albumosenfraktion. 

2. Plasmazufuhr allein hat denselben Effekt. 

3. Gewaschene Erythrocyten, die gehalten werden, bedingen 
keinen Anstieg des U*, wohl aber der Albumosenfraktion. 

4. Erythrocytenzerfall bewirkt langer dauernde Steigerungen. 

5. Nach intravasalen Injektionen arteigenen Plasmas erfolgt eine 
dem Plasma-N mindestens entsprechende Mehrausfuhr von N in Form 
von Harnstoff durch den Harn. 

6. Transfusion von Gesamtblut hat eine sehr erhebliche N-Retention 
zur Folge. Die die Norm iibersteigende U*-Ausscheidung riihrt vom Ab- 
bau des PlasmaeiweiBes und etwaiger geschidigter Erythrocyten her. 

7. Starkerer Erythrocytenzerfall fiihrt zu erheblicher U*-Ausfuhr, 
die sogar die Zufuhr iibersteigen kann. 

8. Die Ergebnisse werden als Beweis dafiir angesehen, daB sich 
zugefiihrte kérperfremde Erythrocyten lebensfahig erhalten kénnen. 
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Die Salzhydrolyse der Starke. 


III. Mitteilung: 
Hydrolyse durch anorganische Katalysatoren (,,kiinstliche Oxydasen*). 


Von 


W. Biedermann und €, Jernakoff. 
(Aus dem physiologischen Institut zu Jena.) 


(Eingegangen am 13. Mai 1924.) 


Mt dem Nachweis, daB dem Sauerstoff bei der ,,Salzhydrolyse™ 
der Starke eine entscheidende Bedeutung zukommt und daB er auch 
bei der ,,Regeneration™ des durch Erhitzen abgeschwichten Speichel- 
ferments die wichtigste Rolle spielt, gewinnt die Vorstellung festen 
Boden, daB es sich sowohl bei der durch Salze bewirkten, wie auch 
bei der fermentativen Starkespaltung um eine ,,oxydative Hydrolyse 
handelt. DaB Oxydationsmittel wie H,O,, HNO,, Bromwasser, 
alkalische Brom- und Chlorlaugen auf Starke zuerst hydrolysierend 
und dann erst oxydierend wirken, ist bekannt, und es lieBe sich daher 
durchaus verstehen, wenn auch bei der fermentativen Stirkespaltung 
oxydierende Agenzien im Spiele waren und gewissermaBen den AnstoB 
geben, obschon es ja zu einer wirklichen Oxydation in diesem Falle 
gar nicht kommt, die erst beim Zucker einsetzt und dann natiirlich 
die gleichen Produkte liefert wie dieser, wenn jene Oxydationsmittel 
direkt auf ihn einwirken. Es scheint bedeutungsvoll, daB fast in allen 
Fallen, wo bei Pflanzen und Tieren diastatische Fermente vorkommen, 
auch Oxydasen (Phenolasen und Peroxydasen nach der bisherigen 
Bezeichnung) mit denselben vergesellschaftet gefunden werden. Man 
wird das kaum fiir einen Zufall halten kénnen, und es entsteht daher 
die Frage nach etwaigen Beziehungen zwischen diastatischen und 
oxydatischen Wirkungen. Mit der Annahme, daB Oxydasen zum System 
der diastatischen Fermente gehéren oder, wie man es vielleicht richtiger 
ausdriicken wiirde, daB die diastatisch wirkenden Enzyme zu den 
Oxydasen zu rechnen sind, wire nicht nur die erstaunlich weite Ver- 
breitung solcher Fermente erklart, sondern auch ihre physiologische 
Bedeutung klargestellt, beziiglich deren bisher, von einigen wenigen 
Fallen (Tyrosinase, Purinoxydasen) abgesehen, kaum Vermutungen 
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existieren. Es ist nun von gréBtem Interesse und spricht sehr zugunsten 
einer solchen Auffassung, daB es in der Tat gelingt, Starke (Amylose) 
bis zu Zucker abzubauen unter Bedingungen, wo nur allein Sauerstoff- 
tibertragung auf katalytischem Wege als wirkende Ursache in Betracht 
kommt und andersartige chemische Einwirkungen vdllig ausgeschlossen 
sind. Schon vor langer Zeit (1908) hat M.J. Wolff) eine kurze Notiz 
veréffentlicht, wonach schon auBerst geringe Mengen von Eisen- oder 
Kupfersulfat imstande sind, in Gegenwart von ganz wenig H,0O, 
Stirkekleister zu verfliissigen, ob auch tiefergreifend zu spalten, wird 
nicht angegeben. Nachdem zuniichst die bliuende Wirkung der ge- 
nannten Metallsalze auf Guajakharz mit und ohne H,O, besprochen 
wurde, heiBt es dann weiter: ,,Les mémes sels a l'état des traces peuvent 
exercer une action oxydante et liquefiante rapide sur l’empois d’amidon 
en presence de trés faibles doses d’eaux oxygenée, qui seules n’agissent 
qu’an bout d’un temps trés long.“ 

Auf diese Angabe wurde unsere Aufmerksamkeit erst gelenkt, 
als wir bereits eine ganze Reihe von Erfahrungen tiber die Einwirkurng 
natiirlicher und kiinstlicher Oxydasen (bzw. Peroxydasen) auf Starke 
gesammelt hatten und zu der Uberzeugung gelangt waren, daf es au/ 
diesem Wege gelingt, Amylose zu den gleichen Produkten abzubauen, 
wie durch echte diastatische Fermente. 

Vor Mitteilung unserer Ergebnisse dirfte es angebracht sein, zu- 
naichst eine Ubersicht der in der Literatur sehr zerstreuten Angaben 
tiber oxydatische bzw. peroxydatische Wirkungen anorganischer Kataly- 
satoren zu geben, soweit sie bisher bekannt waren, da unsere Beob- 
achtungen von diesen ihren Ausgangspunkt nahmen. 

Die wichtigste Rolle spielen hier gewisse Schwermetalle und deren 
Verbindungen, vor allem Eisen, Mangan und Kupfer. DaB H,O, + Ferro- 
sulfat alle méglichen ,,Oxydasereaktionen“* gibt, war schon Schoenbein 
bekannt. Auch andere Ferro- (und Ferri-) Salze, wie z. B. FeCl, und das 
Lactat, wirken in gleicher Weise, und zwar schon in héchstgradigen Ver- 
diinnungen. Guajakharz wird durch solche Lésungen sofort, und zwar 
auch ohne Zusatz von H,O,, wiewohl schwicher, gebliut. Wol/f erhielt noch 
intensive Blaufirbung mit Lésungen, die nur 100 mg von FeSO, im Liter 
enthielten; aber die Farbung ist noch sichtbar bei einer Verdiinnung von 
*/,e00000, bei Zusatz von H,O, aber sogar bei */, 999900. Eine ahnlich groBbe 
Empfindlichkeit der Reaktion wird von Martinaud*) auch fiir Lésungen 
von FeCl, angegeben. Wolff hat behaupiet, da8 fiir die peroxydatische 
Wirkung von Eisenverbindungen der kolloidale Zustand eine wichtige 
Rolle spielt, indem er fand, daB das kolloidale Ferrocyaneisen (Berlinerblau ) 
schon in éuBerst geringen Mengen in Gegenwart von H,0, alle Reaktionen 


1) M. J. Wolff, Sur quelques sels mineraux, qui peuvent jouer le réle de 
peroxydase. C. r. 146, 1908. 

*) J. Martinaud, Sur les oxydases et les peroxydases artificielles. 
C. r. 148, 182, 1909. 
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der Phenolasen gibt. Auch dem Eisentannat kommen nach M. E. 
de Stoecklin*) die Eigenschaften einer Peroxydase zu, die nicht nur verschiedene 
Phenole (besonders Monophenole), sondern auch Athylalkohol zu Aldehyd 
zu oxydieren vermag. Nach Roéhmann*) kénnen Ferrosalze in Lésungen 
bestimmter EiweiSstoffe (EiereiweiB, Albumosen) neben H,O, gelést 
bleiben und im Verein mit diesem die Oxydation schwer oxydierbarer 
Stoffe vermitteln. Bei einem gewissen Mengenverhiltnis zwischen Eiweil, 
Ferrosalz und H,O, entstehen Niederschlige von ,,OxyferroeiweiBverbin- 
dungen“, die Guajaktinktur bliuen, sich also wie direkte Oxydasen ver- 
halten und bei Gegenwart von H,O, Stoffe wie Hydrochinon, Pyrogallol u. a. 
oxydieren, also auch &hnlich wie Peroxydasen wirken. Durch Aceton- 
behandlung eines Gemisches von FeCl,, Gelatine und kolloidalem Ferri- 
dioxychlorid erhielt Porodko*) einen Niederschlag, der das gleiche Verhalten 
zeigte, wie Phenolasen. Ob wirklich solchen kolloidalen Gemischen oder 
Verbindungen ein héherer Grad oxydatischer und peroxydatischer Wirkung 
zukommt als einfachen Eisensalzen, darf man nach den angefiihrten Tat- 
sachen fiiglich bezweifeln. Dagegen spricht auch das Verhalten des Hisen- 
hydroxyd-Sols (Ferrum oxydat. dialysatum der Apotheken). Vermischt 
man eine ziemlich stark gelb gefirbte Lésung mit Guajaktinktur und 
H,O,, so entsteht erst bei lingerem Stehen eine blaGgriinliche Farbung 
der zunichst gelblichen Emulsion, die schlieBlich nach etwa einer Stunde 
einer sehr deutlichen griinlichblauen Farbe Platz macht. Beim Aus- 
schiitteln mit Chloroform erhilt man eine schén blaue Lésung. 
Wesentlich schwiicher als Eisensalze wirken die entsprechenden 
Kupferverbindungen. Nach H. A. Colwell*) vermag ein Tropfen I proz. 
Lésung von CuCl, oder CuSO, eine Guajakemulsion rasch und intensiv 
zu blauen. Die Intensitét der Wirkung hingt nicht nur von der Kon- 
zentration der Lésung, sondern auch von der Temperatur ab und wird durch 
Warme sehr verstérkt. Man kann sich leicht tiberzeugen, daB auch noch 
verdiinntere Lésungen jener Kupfersalze positive Guajakreaktion geben. 
So haben wir bei Verwendung von 0,05proz. Lésungen von CuSO, noch 
sehr deutliche Blaufirbung nach kurzer Zeit eintreten sehen und nach 
langerem Stehen auch mit noch viel diinneren Lésungen Erfolg gehabt. 
Unter allen Umstanden ist aber die Wirkung der Eisensalze eine sehr viel 
stirkere. Es darf nicht unerwahnt bleiben, daB nach Colwell Guajaktintur 
auch schon durch metallisches Kupfer gebliut wird, wie dies ja auch vom 
Platin, allerdings nur in kolloidalem Zustand bekannt ist (vgl. L. Lieber- 
mann, Uber die Guajakreaktion des kolloidalen Platins; Pfliigers Arch. 
104, 233, 1904). Nach Griiss®) lassen sich mit Kupferorydul Wirkungen 
erzielen, welche gleichzeitig denen einer Katalase, Oxydase und Peroxydase 
entsprechen. Er konstatierte, daB Guajakemulsion sich in Gegenwart 
ven Cu,O an der Luft langsam blau farbt, setzt man aber H,O, zu, so 


1) de Stoecklin, Sur une nouvelle peroxydase artificielle. C.r. 147. 
1489, 1908. 

2) Réhmann, diese Zeitschr. 42, 235, 1912 (Komplexe Verbindungen 
von Ferrosalzen, H,O, und Eiweifstoffen). 

8) Porodko, Zur Kenntnis pflanzl. Oxydasen. Beihefte z. bot. Chem. 
16, 1904. 

*) A. Colwell, The catalytic oxydation of Guajak resin by metallic 
copper. Journ. of Physiol. 39, 360, 1909. 

5) A. Griiss, Zeitschr. f. Pflanzenkrankheiten 17, 194, 1907. 
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erfolgt die Tingierung mit weit gréBerer Geschwindigkeit und auBerdem wird 
die Farbung viel intensiver. Man kann sich leicht von der Richtigkeit 
dieser Angaben iiberzeugen, wenn man in ein Uhrglas etwa 1 ccm einer 
Suspension von sorgfaltig gewaschenem Cu,O, wie man es durch Reduktion 
von Cu(OH), durch Zucker erhalt, mit einem Tropfen H,O, und etwas 
frisch bereiteter Guajaktinktur vermischt. Es entsteht dann sofort eine sehr 
intensive Blaufirbung, die aber, wenngleich viel schwicher und nur ganz 
allmahlich, sich auch ohne Zusatz des Peroxyds entwickelt. Es wirkt also 
tatsiichlich das unlésliche Oxydul sowohl als (direkte) Oxydase wie als 
Peroxydase. Es sei auch noch der folgende Versuch von Griiss angefiihrt: 
Er brachte in einem Becherglas Tyrosin, Cu,O und eine halbverdiinnte 
Lésung von H,O, (med. d. P. G.) zusammen; ,,dann beginnt unter schwacher 
Sauerstoffentwicklung die Lésung sich dunkel zu farben. Nach einer Stunde 
war die Verfirbung intensiv genug, so da®B man daraus auf eine Oxydation 
des Tyrosins schlieBen konnte. Wéahrend dieser Zeit blieben Tyrosin mit 
H,O, und Tyrosin mit Cu,O und Wasser véllig ohne Einwirkung. Wenn 
also mit Bach und Chodat Peroxydase als ein Kérper charakterisiert wird, 
welcher ein Peroxyd zu aktivieren vermag, so mu8 man Cu,O als einen 
solechen betrachten“ (Griiss, |. c.). Als ein Seitenstiick zu diesem Falle kann 
der ebenfalls wasserunlésliche schwarze Niederschlag gelten, welcher sich 
bildet, wenn eine Lésung von Eisentannat, wie man sie durch Mischung 
einer sehr verdiinnten Lésung von Ferrosulfat mit etwas Tannin erhilt, 
einige Stunden stehen bleibt. Eine Suspension des feinflockigen, sorgfaltig 
ausgewaschenen Niederschlages in Wasser farbt sich nach Zusatz von etwas 
H,O, und Guajaktinktur nach einiger Zeit intensiv blau. Alle erwahnten 
Eisen- und Kupfersalze sind nun nicht nur imstande, Guajak zu blauen, 
sondern vermégen in Gegenwart von H,O, auch andere Stoffe. wie ins- 
besondere Polyphenole zu oxydieren, verhalten sich also ganz wie echte 
Peroxydasen. Nach C. Neuberg') wirkt H,O, mit Eisensalzen auf eine 
groBe Reihe solcher aromatischer Verbindungen, die gerade zu Oxydase- 
versuchen dienen. Es tritt dabei Dunkelfairbung und oft — namentlich bei 
héherem Eisengehalt — auch Bildung brauner und schwarzer Niederschlage 
ein. Gelbliche oder braunliche Farbung entsteht iibrigens auch schon in 
sehr verdiinnten Lésungen von Ferrosalzen (Fe SO,) bei Zusatz von H,0O,, 
besonders bei gelindem Erwirmen. Mischt man aquivalente Mengen eines 
Ferrosalzes und H,0O,, so farbt sich die Lésung rotbraun. Nach Réhmann 
(L. ¢.) ,,bildet sich eine komplexe Verbindung Fe SO,H,0,, die auf Lackmus- 
papier starker sauer reagiert als die Bestandteile, aus denen sie sich 
bildet“. 

Vermischt man in einem Uhrglischen 2cem einer 0,02proz. Lésung 
von FeCl, oder FeSO, mit 2 Tropfen H,O, und etwas Guajaktinktur, so 
farbt sich die Mischung sofort intensiv blau und ebenso tritt starke Braun- 
farbung und spater auch Abscheidung von Purpurogallin ein, wenn man 
statt Guajak einige Tropfen Pyrogallollésung zusetzt. Die gleichen Reak- 
tionen treten, nur viel schwiacher und langsamer auch ohne H,O, ein. 
Zwischen der Guajakreaktion und der Blawung von Jodkaliumstiarkepapier 
besteht ein sehr weitgehender Parallelismus, und so ist es auch seit lange 
bekannt, da8 Jodkaliumstarkekleister durch H,O, an sich nicht, nach 
Zusatz einer Spur eines Eisensalzes aber sofort gebliut wird. Ebenso 
werden Lésungen von Indigo oder Methylenblau bei Gegenwart einer 


1) C. Neuberg, diese Zeitschr. 20, 523, 1909. 
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minimalen Menge von FeSO, oder Eisenlactat durch H,O, augenblicklich 
entfarbt, wihrend sonst groBe Mengen von Peroxyd erforderlich sind. 
Es ist bekannt, daB das reine H,O, fiir sich allein meist nur sechwach 
oxydierend wirkt, so daB es Traube gar nicht dem aktivierten Sauerstoff 
zurechnete. Es kann aber durch verschiedene Mittel aktiviert werden. 
Eine solche aktivierende Kraft kommt nun nicht nur den echten organischen 
Peroxydasen, sondern auch allen den genannten anorganischen Kérpern 
im héchsten MaBe zu. Wenn Ferro- (bzw. Ferri-) Salze in dieser Beziehung 
eine ganz besonders hervorragende Stelle eimnehmen, so erscheint das 
scheinbar abweichende Verhalten der entsprechenden Mangansalze um so 
bemerkenswerter, als gerade diesem, dem Eisen in so vieler Beziehung 
ahnlichen Metall nicht nur bei ,,kiinstlichen**, sondern auch bei natiirlichen 
Oxydasen eine besondere Bedeutung zugeschrieben wurde. Bekanntlich 
hat zuerst Bertrand (1897) auf den auffallend groBen Gehalt der Asche der 
Rhuslaccase an Mangan (2,5 Proz.) aufmerksam gemacht und im AnschluB8 
an diese und eine Reihe anderer Beobachtungen das Metall als das eigentlich 
aktive Prinzip jener Phenolase bezeichnet, wahrend die organische Kom- 
ponente des Ferments nur eine nebensiichliche Rolle spielen solite. In anderen 
‘allen sollte das Mangan durch Eisen ersetzt sein. So gibt Sarthon (1900) 
an, daB die ,,Schinoxydase™ (einer aus dem Milchsaft von Schinus molle 
dargestellten Oxydase) kein Mangan, wohl aber reichlich Eisen enthalt. 
Er fand die oxydierende Wirkung des Saftes je nach dem Eisengehalt 
gréBer oder kleiner und schlieSt daraus, dal in der betreffenden Oxydase 
das Eisen dieselbe Rolle spielt, wie sie Bertrand dem Mangan in der 
Laccase zuschreibt. In der Folge hat sich die Theorie Bertrands iiber die 
Rolle des Mangans in den Phenolasen nicht in ihrem vollen AusmaBe 
bestaétigt; sie ist aber der Ausgangspunkt einer ganzen Reihe von 
Untersuchungen iiber ,,kiinstliche Oxydasen** geworden, bei deren Dar- 
stellung es sich darum handelte, die oxydierenden Fihigkeiten gerade 
von Mangansalzen durch Zusitze organischer Substanzen zu_steigern. 
So sollten nach Trillat') Gemische von MnCl, mit EiweiB, Gelatine oder 
Gummi arab. auf Polyphenole stark oxydierend wirken, und dhnlich war 
auch die kiinstliche Oxydase Dony-Henaulis ein Gemenge von Mangan- 
formiat und Blutserum oder Gummi. Schon v. Euler*) hat an diesen Ver- 
suchen berechtigte Kritik geiibt und darauf hingewiesen, daB die von 
Trillat angewendeten Lésungen freies Alkali enthalten, welches, wie be- 
kannt, die oxydierende Wirkung gerade von Mangansalzen auBerordentlich 
stark beeinfluBt bzw. beférdert. ,,Vermeidet man diese stérende Neben- 
reaktion, indem man die Lésung neutral hilt, so zeigt sich, daB weder 
Serumalbumin noch Casein die Oxydation beschleunigt*. 

Priift man Mangansalze ohne jeden Zusatz in einfacher wiisseriger 
Lésung auf ihre oxydierende Wirkung nach dem gleichen Verfahren, wie 
es fiir Eisen- und Kupfersalze schon beschrieben wurde, so bleibt jeder 
Erfolg aus und man erhailt weder mit Guajak noch mit Pyrogallol selbst 
nach langem Stehen auch nur die geringste Spur von Blauung bzw. Braiunung, 
so daB es scheinen kénnte, als waren Mn SO, oder MnCl, tiberhaupt unfahig, 


") A. Trillat, Influence activante d’une matiére albuminoide sur l’oxy- 
dation provoquée par le manganése; C. r. 188, 1904; Sur la réle d’oxydase 
que peuvent jouer les sels manganeux en preseuce d’un colloide ; ebendaselbst, 
8. 274. 

®) Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 95, 1908. 
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weder fiir sich (als Oxydasen) noch auch in Gegenwart von H,O, (als Per- 
oxydasen) zu wirken. Man kann sich aber tiberzeugen, da®B ihnen diese 
Fahigkeit dennoch zukommt. Es spielt dabei aber einerseits die Reaktion, 
andererseits die Temperatur eine ausschlaggebende Rolle. Setzt man in 
einem Uhrglas zu 2 ccm einer n/50 wiisserigen Lésung von MnSO, oder 
MnCl, 2 bis 3 Tropfen H,O, und ebensoviel frisch bereitete Guajaktinktur, 
so entsteht eine weiBe Emulsion, die erst nach etwa 1 Stunde eine ganz 
blasse bléuliche Farbung zeigt. Wohl aber tritt sofort oder doch nach 
wenigen Minuten eine schéne himmelblaue Farbung ein, wenn man die 
Reaktion in einem erwirmten Uhrglas vornimmt, am einfachsten so, daB 
man dasselbe auf einen Teller stellt, der von unten her durch ein heiBes 
Wasserbad gewiirmt wird. In diesem Falle ist nicht einmal der Zusatz 
von H,O, nétig, sondern es erfolgt ebenso rasch direkte Oxydation. Auch 
bei Zimmertemperatur kann man aber sofort Blauung erzielen, wenn man 
zu einer Probe mit Peroxyd nur eine Spur NaOH zufiigt. Dabei macht 
sich dann bald die Bildung kleiner Gasblischen bemerkbar, die offenbar 
einer Zersetzung des H,O, entstammen, so daB es sich hier gleichzeitig 
um eine Oxydase und Katalasewirkung handelt. Man kann sich die letztere 
noch deutlicher zur Anschauung bringen, wenn man auf den Zusatz von 
Guajakharz ganz verzichtet und einfach die mit H,O, versetzte Mangan- 
salzlésung ganz schwach alkalisch macht; sie braunt sich dann leicht und 
es entstehen zuniachst nur wenig kleine Gasblaschen, deren Zahl und GréBe 
aber rasch zunimmt. Die gleiche Katalasewirkung zeigen iibrigens unter 
diesen Umstanden auch Eisen- und Kupfersalze, namentlich wenn man 
das Schilchen, in welchem man eine hochverdiinnte, mit etwas H,O, ver- 
mischte Ferro- oder Kupfersulfatlésung schwach alkalisch macht, etwas 
erwirmt. Man hatte vielleicht erwarten kénnen, daB infolge der Zersetzung 
des H,O, die peroxydatische Wirkung der Sulfate gerade in diesem Falle 
ausbleiben wiirde, und wir werden spiater ein Beispiel dafiir kennen lernen. 
Was aber die Oxydation von Guajak betrifft, so setzt dieselbe sofort ein, 
wihrend die Katalasewirkung sich viel langsamer entwickelt,.so daB das 
Resultat leicht verstaéndlich ist. In der Tat sieht man bei jedem solchen 
Versuch mit Guajak, daB Gasblaschen in gréBerer Zahl immer erst entsteher, 
wenn das Maximum der Blaufarbung bereits langst eingetreten ist. Durch 
Zusatz einer Spur Alkali ]4Bt sich nun auch eine direkte oxydative Wirkung 
der Mangansalze nachweisen. L&Bt man bei dem oben erwahnten Versuch 
das H,O, weg, so entsteht bei Zusatz von Guajaktinktur zwar viel langsamer, 
aber doch sehr deuthch eine zuniachst griinliche und dann immer mehr 
ins Blaue iibergehende Farbung. 


Es ist bekannt, daB Mangansalze in schwach alkalischen Lésungen 
auch Phenole zu oxydieren vermégen (z. B. Hydrochinon) (vgl. Dony- 
Henault, Bull. de Acad. Roy. de Belgique 1908, 8S. 105). Wie v. Euler 
und Bolin (1. c.) gezeigt haben, wird iibrigens die Oxydationsgeschwindigkeit 
des Hydrochinons durch Mangansalze (Acetat) auch in neutraler bzw. 
schwach saurer Lésung erheblich beschleunigt. v. Huler verdanken wir 
ferner die Kenntnis der Tatsache, da8 manganhaltige H ydrochinonlésungen 
durch gewisse neutral reagierende Salze organischer Sduren, wie Seignettesalz, 
dreibasisches Natriumcitrat, das Ca-Salz der Gluconsdure, das Na-Salz der 
Schleimsdure, in geringerem Grade auch durch Na-Succinat, Fumarat, Lactat 
und sogar NaCl katalysiert werden. v. Euler kniipft daran die Bemerkung, 
da8 hauptsachlich solche Siuren wirksam zu sein scheinen, welche mit 
Mangan komplexe Anionen zu bilden vermégen. Schon friiher hatten 
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W. Manchot und J. Herzog') beobachtet, daB sich das zweiwertige Eisen 
in Liésungen die neben dem Ferrosalz entsprechende Mengen von Kalium- 
oxalat, Seignettesalz oder Trinatriumcitrat enthalten, sich leichter als in 
einer rein wiasserigen Lisung oxydiert. Der Gang der O,-Aufnahme deutet 
darauf hin, da®8 hier ein héheres Oxyd als Zwischenstufe entsteht, das 
die schnellere Oxydation des Ferrosalzes vermittelt. Auch die, Oxydation 
von Pyrogallol durch Ferrosulfat + H,O, erfolgt in einer Lisung von 
Seignettesalz oder Na-Citrat viel intensiver als in rein wasseriger Lésung. 
Nach Réhmann farbt sich ein Gemisch von 10 cem Wasser, 2 cem Pyrogallol, 
2eem 2,76proz. FeSO, bei Zusatz von 2cem H,O, (etwa 3 proz.) sofort 
schwarzbraun. Wird aber statt Wasser eine 2,1 proz. Seignettesalzlésung 
oder 1,15proz. Trinatriumcitrat verwendet, so ist die Firbung schwarz- 
violett bis schwarz. Manganacetat, welches v. Euler verwendete, wirkt, 
wie wir uns tiberzeugt haben, in Verbindung mit derartigen Salzen ohne 
Alkalisalz auch schwach blauend auf Guajak, allerdings nur in Gegenwart 
von H,O,, wahrend Hydrochinon durch dieselben Salzmischungen ohne 
Peroxyd oxydiert wird, nicht aber Pyrogallol. Solche spezifische Wirkungen 
,,kiinstlicher Oxydasen“ sind auch sonst bekannt geworden. So soll nach 
Wolff?) das kolloidale Ferrocyaneisen in Gegenwart von Trinatriumcitrat 
Brenzcatechin, aber nicht Hydrochinon oxydieren, wiihrend das mit dem 
gleichen Salz versetzte Mangansulfat gerade umgekehrt Hydrochinon, 
aber nicht Brenzecatechin beeinfluBt. Réhmann (1. c.) gibt an, daB sich 
Hydrochinon in einer Lésung, die in 10 cem einer 1,6proz. Kaliumoxalat- 
lésung 2cem einer 2,76proz. FeSO,-Lésung enthilt, allmahlich von der 
Oberfliche der Fliissigkeit her braiunt. In einer Lésung von Ferrocitrat 
oder Tartrat ist dies aber nicht der Fall. Die Reaktion wird durch Zusatz 
von H,O, auBerordentlich verstarkt. Sowohl Hydrochinon wie Pyrogallol 
werden durch weinsaures Eisenoxydulkalium bzw. Gemische von FeSQ,, 
Seignettesalz oder Trinatriumcitrat unter starker Schwarzbraunfirbung der 
Lésung schnell) oxydiert; auch Ferrisulfat, das nach Zusatz von Na-Citrat 
oder Seignettesalz Hydrochinon nicht oder nur ganz schwach braunt, be- 
wirkt eine starke Britunung sofort auf Zusatz von H,O,. Nach Dony- 
Henault sollen Mangansalze Pyrogallol und Guajak oxydieren kénnen, 
hingegen auf Guajakol ohne Wirkung sein, das aber bei Zusatz von geringen 
Spuren Eisen in leicht alkalischem Medium energisch oxydiert wird. 


Es lag nicht in unserer Absicht, auf alle diese Einzelheiten der 
Wirkungsweise anorganischer Katalysatoren naher einzugehen, die 
einer besonderen Untersuchung bediirftig scheinen. Fiir den vor- 
liegenden Zweck geniigte die Feststellung der Tatsache, da den 
Lésungen gewisser Schwermetallsalze (Fe, Mn, Cu) an sich die Fahigkeit 
zukommt, sowohl im Sinne von Oxydasen wie auch von Peroxydasen 
zu wirken, und da8 in dieser Beziehung die Ferro- (bzw. Ferri-) Salze, 
besonders die Sulfate und das Chlorid, an der Spitze stehen; ihnen 
schlieBen sich die entsprechenden Kupfersalze an, wihrend die Mangan- 
verbindungen intensivere Wirkungen nur in schwach alkalischer 





1) W. Manchot und J. Herzog, Untersuchung iiber den Reaktions- 
mechanismus bei der Oxydation mit gasférmigem Sauerstoff. Zeitschr. f. 
physikal. Chem. 27. 379, 1901. 

2) C. r. Soe. Biol. 66, 842, 1909; Ann. Inst. Pasteur 24, 789, 1910. 
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Lésung oder bei héherer Temperatur entfalten. Als MaSstab dient: 
in erster Linie die Guajak- und Pyrogallolreaktion. 

Es kann nicht bezweifelt werden, daB man, wenn nur der Wirkungs- 
erfolg in Betracht gezogen wird, durchaus das Recht hitte, solche 
anorganischen Verbindungen den natiirlichen, organischen Oxydasen 
bzw. Peroxydasen an die Seite zu stellen, wenn man auch vielleichi 
Bedenken tragen wird, sie geradezu als anorganische Fermente zu 
bezeichnen. La&iBt man freilich eine solche Benennung mit Bredig fiir 
die kolloidalen Metallsole zu, so muB man sie folgerichtig auch fiir 
jene ebenfalls katalytisch wirkenden Metallsalzlésungen gelten lassen. 
Vielleicht erscheint es aber doch sinngemiBer, die in Rede stehenden 
anorganischen Stoffe, ob es nun Metallsole oder Salzlésungen oder 
endlich Suspensionen fein verteilter Metalle oder Metallverbindungen 
sind, den Katalysatoren pflanzlichen oder tierischen Ursprungs, die 
hergebrachterweise als Fermente oder Enzyme zusammengefaBt werden, 
einfach als ,,anorganische Katalysatoren“ gegeniiberzustellen. Selbst- 
verstindlich ist ein prinzipieller Unterschied zwischen den _beiden 
Gruppen nicht vorhanden, denn man kann unmdglich daran fest- 
halten, nur diejenigen Katalysatoren organischen Ursprungs als Enzyme 
zu bezeichnen, welche durch lingeres oder kirzeres Erhitzen ihrer 
Lésungen unwirksam werden. Die ,,Regenerationserscheinungen™ der 
Diastasen unter dem EinfluB des Sauerstoffs und das in einer folgenden 
Arbeit zu beschreibende, ganz analoge Verhalten pflanzlicher und 
tierischer Peroxydasen verbietet dies ganz entschieden. 

Es ist lange bekannt, aber merkwiirdigerweise kaum beachtet 
worden, daB nicht nur Salze von Schwermetallen, sondern auch solche 
von Alkali- und Erdmetallen nach Art von Oxydasen zu wirken vermégen. 

Schon 1906 hat 2. Fonard (C. r. 142, 1163) Katalyse der Hydrochinon- 
oxydation durch die Chloride der seltenen Erden beobachtet. G. Senter’) 
machte fast gleichzeitig darauf aufmerksam, daB NaCl und KCl-Lésungen 
mit Guajak und H,Q, im Sinne einer Peroxydase reagieren. Er fand, da8 
eine Mischung von 3cem Iproz. Guajaktinktur 2cem lproz. H,O, und 
7 bis 8 Tropfen 0,5proz. NaCl-Lésung eine sehr deutliche Blaufarbung 
zeigt, die sich allmahlich noch vertiefte. In der Folge konstatierte dann 
Sartory*) das gleiche Verhalten bei einer ganzen Reihe anorganischer Salze, 
namentlich bei Chloriden und Bromiden und gibt an, in manchen Fallen 
auch ohne H,O, Blaufairbung gesehen zu haben. Es liegt dann noch eine 


Mitteilung iiber den gleichen Gegenstand von Kionka*) vor. Er verwendete 
als Priifungsmittel auBer Guajak auch noch Brenzeatechin und Guajakol. 


1) G. Senter, Some experiments on the guaiacum reaktion of blood. 
Journ. of Physiol. 36, 1907; Proc. of the Physiol. Soc. 338. 

*) A, Sartory, Action de quelques sels sur la Teinture de Guaiac. C. r. 
Soc. Biol. 70, 701, 1911. 

3) A. Kionka, Uber anorgan. Katalysatoren. Zeitschr. f. exper. Pathol 


u. Therapie 18, 1916. 
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Positive Erfolge ergaben, abgesehen von den Salzen der Schwermetalle, 
besonders Carbonate und Nitrate. Peroxydatisch wirkten LiCl, NaCl, 
KCl, NH,Cl, MgCl,, CaCl,, BaCl,; die Bromide der Alkalimetalle, das 
Ammonium-Rhodanat. Ohne H,O, trat Blaufiirbung mit Guajak ein bei 
LiBr, Li,CO,, Na J, Na,CO,, K,CO,, (N H,), SO, und Ammonium-Rhodanat, 
MgCl, und CaCl,. 

Die Lésungen waren meist normal. Aus seinen Befunden schlieBt 
Kionka, ,,daB es sich bei dem gréBten Teil der gepriiften Salze um Oxydations- 
vorgange handelt**, nur beziiglich der Schwermetallsalze hilt er es fiir nicht 
ausgeschlossen, daB dabei ,,elektrische Bewegungen* (? B.) mitwirken. 


Fir jeden, der sich mit diesen Erscheinungen naher beschiftigt, 
kann es wohl keinem Zweifel unterworfen sein, daf man es in allen 
Fidllen, wo Metalle oder Metallverbindungen oxydierende Wirkungen 
ausiiben, mit wesensgleichen Vorgdngen zu tun hat, ob es sich nun wm 
Schwer- oder Leichtmetalle, um Sole, Suspensionen oder Salzlésungen 
handelt, wesensgleich in dem Sinne, daB stets Sauerstoffiibertragung 
zugrunde liegt. Die Ubereinstimmung ist eine so weitgehende, da’ 
ene Verschiedenheit der bewirkenden Ursachen gar nicht in Frage 
kommen kann. Dennoch machen sich aber gewisse Unterschiede 
zwischen der katalytischen Oxydation durch Fe, Cu oder Mn-Ver- 
bindungen und der durch Salze der Alkali- und Erdmetalle geltend, 
die aber mehr nach der quantitativen Seite hin liegen. Vor allem fiallt 
auf, daB, wenn man etwa die Oxydation von Guajakharz oder Pyro- 
gallol durch die Salze der beiden Metallgruppen mit oder ohne H,O, 
vergleicht, die Konzentration der Lésungen, bei der die einen oder 
anderen bei gewéhnlicher Temperatur wirken, auBerordentlich ver- 
schieden ist. Wiahrend Spuren von Eisensalzen geniigen, um Guajak 
selbst ohne Zusatz von Peroxyd zu bliuen, vermag erst eine hoch- 
prozentige Lésung von NaCl oder KCl und auch dann nur in Gegen- 
wart von H,O, eine anniahernd gleichstarke oxydative Wirkung zu 
entfalten. Vermischt man in einem Uhrglase l ccm einer 10proz. 
Kochsalzlésung mit zwei Tropfen H,O, und setzt dann Guajaktinktur 
zu, so entsteht nach wenigen Augenblicken eine prachtvoll himmel- 
blaue Firbung, die sich dann beim Stehen noch weiter vertieft. So 
verhalt es sich wenigstens immer, wenn man, was hier durchaus er- 
forderlich ist, mit einer frisch bereiteten Tinktur arbeitet, die man 
sich am besten fiir jeden einzelnen Versuch in der Weise herstellt, 
daB man von einem gréBeren Harzstiick mit dem Messer etwas ab- 
schabt und in einigen Tropfen Alkohol lést. Verwendet man Alteres 
Harzpulver oder fertige Tinktur, so erhilt man mehr griinblaue Far- 
bungen, und auch diese erst nach einigem Stehen der Probe, obschon 
mit Fe- oder Cu-Salzen solche alten Guajakpriparate noch immer 
ganz befriedigend reagieren. Schon 5proz. NaCl-Lésungen wirken 
sehr merklich schwiicher; es kommt dann auch unter den giinstigsten 
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Umstanden nicht zu einer sofortigen Blaufarbung, sondern es vergehen 
immer mehrere Minuten, ehe dieselbe voll entwickelt ist. Noch viel 
linger dauert dies, wenn man 2- bis 3proz. Lésungen verwendet; es 
entsteht in diesem Falle erst nach 1, bis 44 Stunde eine ganz schwache 
bliuliche Farbung. Doch kann man auch dann sofortige und intensive 
Bléuung hervorrufen, wenn man die Reaktion bei héherer Temperatur 
(40 bis 60°) vor sich gehen laBt. Es erscheint unter diesen Umstinden 
kaum iiberraschend, dab Kochsalzlésungen in der Wdrme auch ohne 
Peroxyd direkt oxydierende Wirkungen zeigen, und zwar in einer Stirke, 
wie man es nach den Erfahrungen bei gewéhnlicher Temperatur kaum 
hatte erwarten kénnen. Man bringe in zwei Uhrgliser je 1 ccm 5proz. 
NaCl-Lésung und erwirme die eine Probe auf 50°; fiigt man dann zu 
beider die gleiche Menge Guajaktinktur, so firbt sich die eine fast 
sofort schén blaugriin, wihrend die nicht erwirmte erst nach mehreren 
Minuten eine ganz schwache bliuliche Farbung erkennen laBt. Selbst 
0,5proz. Kochsalzlésung vermag in der Wiarme noch Guajak direkt 
zu oxydieren. Zu ahnlichen Erscheinungen fiihrt auch die Priifung 
mit Pyrogallol. Eine 10proz. NaCl-Lésung gibt bei Zusatz von Pyro- 
gallol in der Warme in Gegenwart von H, QO, sofort eine ziemlich dunkle 
Braunfirbung, und bei lingerem Stehen scheiden sich zunichst nur 
spirliche, nach 12 bis 24 Stunden aber reichlich Kristaillchen von 
Purpurogallin aus. Auch eine nur 2proz. Kochsalzlésung ergab in der 
Wiirme mit etwas H,O, und Pyrogallol sofort Briunung und nach 
einiger Zeit Bildung von Purpurogallin. Wir haben messende Versuche 
vorerst nicht angestellt, doch ist die Wirkung zweifellos viel schwicher 
als die einer hochverdiinnten Eisenlésung oder gar einer natirlichen, 
organischen Peroxydase. Es kann also wohl kein Zweifel bestehen: 
Kochsalz und ebenso, nur schwicher, auch KCl und CaCl, wirken, 
namentlich in erwirmten Lésungen, wie Eisen-, Kupfer- und Mangansalze 
peroxydatisch, vermégen aber auch molekularen Sauerstoff zu iibertragen. 
Es muB weiteren Untersuchungen vorbehalten bleiben, diese Wirkungen 
auch quantitativ vergleichend zu priifen und ihre Abhangigkeit von 
der Temperatur genauer festzustellen. 

Wesentlich starker als die genannten Chloride wirken auf Guajak 
die Rhodanide des Na, K und NH,. Dies prigt sich unter anderem 
darin aus, daB® schon relativ verdiinnte Lésungen dieser Salze (0,5- 
bis 1 proz.) im Beisein von H,O, auch bei Zimmertemperatur sich fast 
momentan hellblau firben, wenn einige Tropfen Guajaktinktur zu- 
gesetzt werden. Bei héherer Konzentration fallt natiirlich auch die 
Farbung entsprechend intensiver aus. Auch Pyrogallol wird namentlich 
in der Wirme nach Zusatz von H,O, durch 1- bis 3proz. Lésungen 
jener Salze sehr deutlich oxydiert; es tritt zunachst nur eine gelb- 
braiunliche Fiarbung ein, erst spiter scheiden sich Kristallechen von 
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Purpurogallin aus. Sehr viel schwiacher wirken Lésungen von Brom- 
natrium. Man darf hier nicht viel unter 5 Proz. heruntergehen, wenn 
man eine gute Guajakreaktion erzielen will; 2proz. Lésungen geben 
selbst in der Wiarme erst nach langerem Stehen Spuren von Blau- 
firbung, waihrend sich 5proz. Lésungen ziemlich schnell schén himmel- 
blau farben. Dagegen wirken wieder Nitrite (besonders NaN O,) sowohl 
mit wie ohne Peroxyd sehr stark guajakbliuend. Als ganz unwirksam 
erwiesen sich Sulfate und Nitrate. Wiahrend Kionka (1. c.) das schwach 
alkalische Dinatriumphosphat ohne Wirkung auf Guajak, Brenz- 
catechin und Guajakollésung fand, konstatierten wir stets schon ohne 
H,O, Oxydation von Guajakharz. Vermischt man eine n/2 Lésung 
von Na,HPO, mit einigen Tropfen frisch bereiteter Guajaklisung, 
so entsteht momentan eine griinliche Farbung der an sich gelblich- 
triiben Emulsion. Die Farbe wird in der Folge noch etwas gesiittigter, 
aber auch bei langem Stehen nicht blau. Schiittelt man nun mit Chloro- 
form aus, so farbt sich dieses schén und rein blau. Aber auch eine 
neutrale Phosphatlisung (9ccm einer Lésung von 0,5 g sekundirem 
Phosphat in 25cem Wasser und 1 ccm einer Lésung von ebensoviel 
primairem Phosphat in der gleichen Menge Wasser) bewirkt sofortige 
intensive Bliwung, wenn in einem eruiirmten Uhrglase 1 ccm der Mischung 
mit H,O, und dann mit Guajaktinktur verseta wird. Selbst ohne Peroryd 
erfolgt in der Wdrme nach wenigen Minuten intensive Blaufirbung. 
DaB auch Lésungen der Carbonate der Alkalimetalle ohne H,O, Guajak 
bliuen, hat schon Kionka beobachtet. Setzt man einer Lésung von 
Na,CO, Guajaktinktur zu, so entsteht momentan eine gelbgriinliche 
Farbung. Dabei bleibt die Mischung klar oder erfahrt nur eine leichte 
Triibung. Man kénnte wie beim Dinatriumphosphat zweifelhaft sein, 
ob diese Verfarbung, die mit einer typischen Guajakreaktion wenig 
Ahbnlichkeit hat, auf eine oxydierende Wirkung des alkalischen Salzes 
zu beziehen ist; wenn man aber die griinliche Flissigkeit mit etwas 
Chloroform ausschiittelt, so erhilt man eine schén dunkelblaue Lésung 
des Oxydationsproduktes der Guajakonsiure. Ganz ahnlich, nur noch 
starker, wirken schon ganz schwache Lésungen von NaOH oder KOH. 
Auch in diesem Falle erhilt man gelbgriine klare Fliissigkeiten, die 
beim Ausschiitteln mit Chloroform Lésungen von tiefblauer Farbe geben. 

Soweit es sich um die Salze der Schwermetalle handelt, diirfte 
wohl kaum zu bezweifeln sein, daB deren Kationen das wirksame Agens 
darstellen. Indessen darf nicht auBer acht gelassen werden, daB auch 
kolloidal gelésten Metallen, sowie Eisenhydroxydsol und unléslich aus- 
gefalltem Eisentannat, ferner sogar metallischem Kupfer und Kupfer- 
oxydul oxydierende Wirkungen zukommen. Auf die groBe Bedeutung, 
welche der Adsorption an festen Teilchen und gerade auch Schwer- 
metallen (Eisen) fiir die Oxydation organischer Stoffe im Plasma 
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lebender Zellen und im Kohlenmodell nach Warburgs grundlegende: 
Untersuchungen zukommt, soll hier noch besonders aufmerksam 
gemacht werden. Zwischen den oxydativen Wirkungen der Schwer- 
und Leichtmetalle besteht zwar kein prinzipieller Unterschied, woh! 
aber in dem Sinne, daB bei den Chloriden, Bromiden und Rhodaniden 
der Alkali- und Erdmetalle nicht die Kationen, sondern die Anionen 
hauptsiachlich, wenn auch nicht ausschlieBlich, fir jene Wirkungen 
in Betracht kommen. Der Umstand, daB eine stirkere Oxydation 
bei den genannten Salzen immer erst bei verhiltnismaBig sehr hohen 
Konzentrationen hervortritt, laBt den Gedanken aufkommen, ob hier 
nicht auch die undissoziierten Molekiile eine Rolle spielen. Auf keinen 
Fall kann man aber verallgemeinernd sagen, daB es sich bei den an- 
organischen Katalysatoren immer nur um lonenwirkungen handelt. 
Dies erscheint nicht nur durch das Verhalten kolloidaier Metalésungen, 
sondern auch durch das gewisser unléslicher Metallverbindungen aus- 
geschlossen. 

Es verdient Beachtung, daB die Mehrzahl solcher ,,kiinstlicher 
Oxydasen“ nicht nur im Sinne von Peroxydasen H,O, aktivieren, sondern, 
wenigstens bei héherer Temperatur, auch direkt oxydierende Wirkungen 
entfalten. Man darf es unter diesen Umstinden wohl bezweifeln, ob 
wirklich geniigender Grund besteht, zwischen direkten und Peroxydasen 
eine so scharfe Grenzlinie zu ziehen, wie es noch allgemein iiblich ist. 
zumal auch beziiglich echter organischer Oxydasen Stimmen laut 
geworden sind, die sich fir Einheitlichkeit derselben ausgesprochen 
haben. So kam Griiss (1. c.) auf Grund kapillaranalytischer Versuche, 
die der Nachpriifung sehr wert waren, zu der Uberzeugung, ,daB in 
der Kartoffelknolle eine Oxydase vorkommt, die den molekularen 
Sauerstoff aufnimmt und leicht an Chromogene abgibt; auBerdem 
kann sie von H,O, den-atomistischen Sauerstoff abspalten und diesen 
dann gleichfalls auf Chromogene iibertragen. Das Enzym wirkt wie 
Cu,0.“ Frither hatte derselbe Autor in Ubereinstimmung mit Bach 
und Chodatz Enzyme zur Erklarung der katalytischen Erscheinungen 
des Gewebes der Kartoffelknolle angenommen. 

Von Wirkungen anorganischer Katalysatoren waren bisher auBer 
der Guajakreaktion keine anderen bekannt als die auf Stoffe, deren 
man sich sonst noch zum Nachweis organischer Oxydasen zu bedienen 
pflegt. Nur Wolff hatte, wie schon erwaihnt, angegeben, daB durch 
Eisensalze und H,0O, Starkekleister rasch verfliissigt werde, eine 
Wirkung, die ja auch tierischen und pflanzlichen Amylasen zukommt 
und die man vielfach auf ein besonderes Enzym bezogen hat. M/ttels 
der Jodreaktion lapt sich nun leicht und in einfachster Weise zeigen. 
dag ein bis zum Verschwinden derselben gehender Stirkeabbau sich im 
Beisein von etwas H,O, und in der Warme (40 bis 50°) schon durch 
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auBerordentlich verdiinnte Lésungen von Eisen, Kupfer und Mangan- 
salzen herbeifiihren laBt, die dabei die Rolle von Katalysatoren spielen, 
denn H,O, vermag auch fiir sich allein schon Stirke hydrolytisch auf- 
zuspalten, aber freilich sind dann ungleich gréBere Mengen erforderlich, 
und auch so vollzieht sich die Spaltung nur sehr langsam. Setzt man 
3cem einer 0,5proz. Amyloselésung') das gleiche Volumen Wasser 
und zwei Tropfen einer etwa 3proz. H, O,-Lésung zu und hilt die Probe 
bei 40°, so muB man stundenlang warten, ehe der achromische Punkt 
erreicht ist. Aber selbst sechs bis acht Tropfen Peroxyd wirken nur 
ganz langsam und ohne jeden Vergleich trager, als wenn nur eine Spur 
eines Eisensalzes zugesetzt wird. 

In drei Reagenzglisern werden je 3ccm %proz. Amylose mit 
ebensoviel n/200 und n/400 FeSO,-Lésung und destilliertem Wasser 
vermischt. Die Probe 


a) enthalt daher 3ccm Amylose + 3ccm n/200 FeSO,, 
OS” ss . © - +3, n/4oo_,, 
Cc) 5 » FF » o» +3 ,, Wasser. 


a) und b) erhalten einen Zusatz von je einem Tropfen, c) aber von 
sechs Tropfen H,O,. Dabei farben sich die eisenhaltigen Lésungen 
sofort gelblich, bleiben aber klar oder triiben sich nur voriibergehend 
leicht. Bei etwa 40° geht die Reaktion dann so schnell vor sich, daB 
schon nach wenigen Minuten der achromische Punkt erreicht ist. Die 
Kontrollprobe c) gibt dagegen auch nach einer Stunde meist noch 
rein blaue Jodfarbung. Obschon bekanntlich FeSO, Guajak und 
Pyrogallol auch ohne Zusatz von H,O, wiewohl schwiacher oxydiert, 
zeigt sich doch in gleichem Falle auch bei mehrstiindiger Einwirkung 
keinerlei Wirkung auf Amylose. Durch eine ganz erstaunliche Energie 
der Wirkung zeichnet sich auch das Ferrisuljat Fe,(SO,), aus, welches 
bekanntlich ein gelblichweiBes Pulver bildet, das sich in Wasser schein- 
bar nicht lést. L&aBt man es aber langere Zeit unter Wasser, so geht es 
reichlich in Lésung und man kann ziemlich konzentrierte braunrote 
Lésungen herstellen. Es ist nach Ostwald ein Salz mit geringer Lésungs- 
geschwindigkeit. In den Verdiinnungsgraden, die wir benutzten, sind 
die Lésungen fast farblos und zeigen nur einen ganz leichten gelblichen 
Ton. Hinsichtlich der Schnelligkeit, mit der dieselben Amylose in 
Gegenwart von H,O, bis zum Verschwinden der Jodreaktion auf- 
spalten, iibertreffen sie noch die Lésungen des Ferrosulfats. Ein 
Gemisch von 3ccm einer n/400 Lésung des Salzes mit ebensoviel 


') Bei diesen und allen folgenden Versuchen kam eine Amyloseliésung 
aus Kartoffelstarke zur Verwendung, die durch Erhitzen von 0,5 g Starke 
mit 100 ccm destilliertem Wasser auf 80° und Absetzenlassen gewonnen 
und demnach frei von Amylopektin war. 
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0,5proz. Amylose und ein oder zwei Tropfen H,O, farbt sich bei 40° 
schon nach 2 bis 3 Minuten nicht mehr mit Jod. Auch hier ist die 
Wirkung an das Vorhandensein des Peroxyds gekniipft. Ganz ahnlich 
verhalt sich auch Ferrichlorid (FeCl,). Es wirkt ebenfalls noch in Ver- 
diinnungen, bei welchen die Lésungen kaum noch eine Spur von Farbe 
zeigen (n/600). Bei Verdinnungen von n/200 bis n/400 spielt sich die 
Hydrolyse so rasch ab, daB nur sehr kraftig wirkende Speichelsorten 
damit vergleichbar sind. 

Da die wasserigen Lésungen des Ferrichlorids wie die aller anderen 
Ferrisalze zum Teil hydrolytisch in freie Siure und kolloidales Ferri- 
hydroxyd gespalten sind, eine Erscheinung, die mit steigender Tempe- 
ratur zunimmt, so war daran zu denken, ob nicht gerade diesem Um- 
stande die so auffallend starken Wirkungen der erwahnten beiden 
Ferrisalze zuzuschreiben sind. Allerdings war schon aus der kaum 
gelblichen Farbe der Lésungen zu schlieBen, daB die Menge vorhandenen 
Ferrihydroxyds nur minimal sein konnte, da selbst hochverdiinnte 
kolloidale Lésungen dieser Verbindung noch dunkelgelb erscheinen. 
»Teilt man eine nahezu bis zur Farblosigkeit verdiinnte Lésung von 
Ferrichlorid in zwei gleiche Teile, die man in zwei gleich weite Probier- 
glaser bringt, und erhitzt den einen Teil, so farbt er sich braunrot, indem 
durch Hydrolyse Salzsiure und kolloidales Ferrihydroxyd entsteht* 
(Ostwald). Wir haben uns auBerdem durch besondere Versuche iiber- 
zeugt, daB verdiinnte Lésungen des offizinellen Ferrum oxydatum 
dialysatum in Verbindung mit H,O, sowie entsprechend verdiinnte 
Lésungen von HCI nicht imstande sind, Amylose merklich zu verandern. 
Es war dies ja auch schon aus dem Grunde unwahrscheinlich, da sich, wie 
friher schon erwahnt wurde, derartige Lésungen auch unfahig erweisen, 
Guajak rasch und energisch zu blauen. 

Von Kupfersalzen haben wir das Sulfat, Chlorid und Acetat ge- 
priift und alle, wenn auch viel schwicher als Eisensalze, auf Starke 
(Amylose) wirksam gefunden. Sie kamen in n/50 bis n/100 Lésungen 
zur Verwendung und ergaben mit dem gleichen Volumen (3 zu 3 ccm) 
0,5proz. Amylose und einigen Tropfen H,0O, bei 40 bis 45° den achro- 
mischen Punkt erst in etwa einer Stunde. Am stiarksten wirkte das 
Chliorid. Da, wie wir sehen werden, das Chlorid auch unter den Mangan- 
salzen in erster Reihe steht, so dirfte gegebenenfalls nicht nur dem 
Kation, sondern auch dem Anion Bedeutung zukommen. 

Im allgemeinen lauft die peroxydatische Wirkung eines Schwer- 
metallsalzes auf Stirke der auf Guajak, Pyrogallol usw. durchaus 
parallel. Gerade die Mangansalze liefern dafir ein gutes Beispiel. 
Schon oben war davon die Rede, daB Lésungen derselben mit Guajak- 
tinktur selbst im Verein mit H,O, bei gewéhnlicher Zimmertemperatur 
sich nur sehr langsam und aéuBerst schwach bliuen, wahrend die Reaktion 
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bei 40 bis 50° selbst ohne Peroxyd in wenigen Minuten erfolgt. Dem 
entspricht nun vollkommen das Verhalten bei Versuchen mit Amylose. 
Eisensalze, die noch in Spuren Guajakemulsion bliuen, sind selbst 
in hochgradiger Verdiinnung imstande, auch bei gewéhnlicher Tempe- 
ratur Starke peroxydatisch zu hydrolysieren, wiewohl die Reaktion 
bei 40° viel schneller erfolgt, wahrend Mangansalze sich bei gewéhnlicher 
Temperatur véllig unwirksam erweisen, bei 40 bis 50° aber im Beisein 
von H,O,, zwar nicht so rasch wie Eisensalze, aber doch mindestens 
ebenso schnell wie Kupfersalze auf Amylose wirken. Um 3 ccm einer 
0,5proz. Amyloselésung durch ebensoviel n/50 MnCl, bis zum Ver- 
schwinden der Jodreaktion umzusetzen, ist bei 40° durchschnittlich 
eine Stunde erforderlich. Unter Umstanden macht sich aber scheinbar 
ein auffallender Unterschied zwischen der Guajakoxydation und der 
oxydativen Starkehydrolyse bemerkbar. Es wurde schon frither er- 
wihnt, daB in einer farblos-triben Emulsion von Mangansalzlésung, 
H,O, und Guajaktinktur sofort Blaufarbung erfolgt, wenn man nur 
eine Spur NaOH zusetzt. Tut man dies aber bei einer sonst gleich 
zusammengesetzten Amyloseprobe, so bleibt das schwach alkalische 
Gemisch bei 40° stundenlang ganz unverindert. Der folgende Versuch 
mag als Beispiel dienen: 

Probe a) enthalt 3ccm n/50 MnCl, + 3ccm 0,5proz. Amylose 
+ H,O,, b) ist gleich zusammengesetzt, wird aber mit einer Spur 
NaOH versetzt (dabei leichte Gelbfarbung). 

Nach 1 Stunde (bei 40°) reagiert a) mit Jod gelbrétlich, b) aber 
noch rein blau, ebenso nach 3 Stunden. Es erscheint dieses Verhalten 
um so auffallender, als, ganz abgesehen von der Guajakreaktion, auch 
andere Erfahrungen keinen Zweifel dartiber bestehen lassen, daB die 
Mangankatalyse durch schwach alkalische Reaktion bedeutend ge- 
férdert wird (vgl. v. Huler und Bolin, Zeitschr. f. physiol. Chem. 57, 80, 
1908). Eine Méglichkeit der Erklarung ergibt sich vielleicht, wenn man 
beriicksichtigt, daB Mangansalze, wie schon erwihnt wurde, schon 
in ganz verdiinnten Liésungen bei alkalischer Reaktion auch im Sinne 
einer Katalase wirken, d. h. H,O, spalten. Wenn trotzdem in vielen 
Fallen oxydative Vorginge scheinbar gleichzeitig beschleunigt werden, 
so ist offenbar fir den Erfolg die Geschwindigkeit, mit der die Oxy- 
dation sich vollzieht, von entscheidender Bedeutung. Ist diese, wie 
z. B. bei der Guajakreaktion, so groB, daB der ProzeB abgelaufen ist, 
bevor es zu einer weitgehenden Spaltung des H,O, gekommen ist, so 
wird die alkalische Reaktion sich als férderndes Moment geltend machen 
kénnen, anderenfalls aber hemmend wirken. Dies letztere trifft nun 
fiir die Starke zu, die von Mangansalzen nur verhaltnismaBig langsam 
angegriffen wird. So erklirt sich wohl auch die Tatsache, daB es nicht 
gelingt, Amyloselésung durch Zusatz von Cu,O und H,O, merklich zu 
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beeinflussen, obschon Guajak unter gleichen Umstinden rasch und 
energisch geblaut wird, denn auch diese unlésliche Verbindung wirkt, 
wie schon Griiss (1. c.) fand, nicht nur im Sinne einer Oxydase, sondern 
auch in dem einer Katalase. 

Es war bisher immer nur davon die Rede, daB Starke schon durch 
aéuBerst geringe Mengen von Eisen, Kupfer und Mangansalzen im 
Verein mit etwas H,O, schnell bis zum Verschwinden der Jodreaktion 
abgebaut wird, ohne der Frage naherzutreten, ob dabei auch Zucker 
gebildet wird. Geht man von dem Standpunkte aus, daB mit Dextrin 
zugleich immer auch Zucker entsteht, dann hatte die Priifung ja unter 
allen Umstianden ein positives Ergebnis liefern miissen. Dies ist nun 
aber keineswegs der Fall, und es liegen die Dinge hier ganz ahnlich 
wie bei der Salzhydrolyse durch Chloride, Bromide und Rhodanide 
der Alkali- und Erdmetalle. Wie dort, kommt die Stufenreaktion auch 
hier sehr deutlich zum Ausdruck, indem im achromischen Punkte noch 
keine Spur von Zucker nachweisbar ist, der immer erst im Anschluf an 
die vollendete Dextrinbildung entsteht, so daB man die Proben weit iiber 
den Zeitpunkt hinaus, wo die Jodreaktion verschwunden ist, im Thermo- 
staten halten muB, um bei der Zuckerpriifung auf Erfolg rechnen zu 
kénnen. Es ist dies im gegebenen Falle um so bemerkenswerter, als 
bei der Schnelligkeit und Energie, mit der z. B. Eisensalze im Beisein 
von H,O, auf Starke einwirken, wohl ein ahnliches Verhalten hatte 
erwartet werden kénnen wie bei der ebenso rasch verlaufenden Starke- 
spaltung durch ein kriaftiges diastatisches Ferment, wo sich dann ja 
Zucker immer schon vor Erreichung des achromischen Punktes oder 
doch mindestens zu dieser Zeit nachweisen la6t. Um sicher Zucker 
nachweisen zu kénnen, ist es am besten, die Proben mindestens 
12 Stunden im Thermostaten zu belassen. Es sind aber bei solchen 
Versuchen noch einige andere VorsichtsmaBregeln zu beachten, wenn 
man mittels der T’rommerschen Zuckerprobe zu einem befriedigenden 
Ergebnis kommen will. Vor allem ist Vorsicht mit dem Zusatz von 
H, 0, zu raten, da ein UberschuB die Reaktion leicht ganz verhindert. 
Versetzt man in einem Reagenzglase etwa 8ccm stark verdiinnter 
Traubenzuckerlésung mit etwas CuSO, und zwei Tropfen H,O, (etwa 
3proz.), so farbt sich die Mischung bei Zusatz von NaOH-Lauge sofort 
griin, und es entsteht ein feinflockiger, gleich gefarbter Niederschlag. 
der das H,O, deutlich, namentlich beim Erwarmen, katalysiert. Haben 
sich die Flocken abgesetzt, so erscheint die tiberstehende Fliissigkeit 
nur ganz schwach griinlich. Beim Erhitzen der nicht filtrierten Mischung 
entsteht dann noch eine ebenso reichliche Ausscheidung von Kupfer- 
oxydul wie ohne H,0,, und es farben sich sowohl die Fléckchen orange- 
gelb, wie auch in der umgebenden Fliissigkeit eine ebensolche Triibung 
auftritt. Auch mit drei Tropfen H,O, auf 8ccm Zuckerlésung fallt 
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bei nicht zu kurzem Kochen die T'rommersche Probe noch iiberzeugend 
aus. Dagegen lassen sich bei Zusatz von vier bis fiinf Tropfen im besten 
Falle nur Spuren von Oxydul nachweisen. Setzt man der Zucker- 
lésung etwas Eisensalz zu (Fe SQO,), so entsteht mit NaOH bekanntlich 
ein griinlichschwarzer Niederschlag (Gemisch von Ferro- und Ferri- 
hydroxyd), der vor Zusatz von CuSQ, abfiltriert werden muBb. Dann 
erfolgt aber, wenn man iiber die angegebene Menge H,O, (héchstens 
drei Tropfen auf 8 cem Zuckerlésung) nicht hinausgeht, beim Kochen 
ebenfalls reichliche Ausscheidung von Cu,O0. Mit Beriicksichtigung 
dieser Erfahrungen ist es nun nicht schwer, den sicheren Nachweis 
zu fihren, daB in allen den besprochenen Fallen von ,,Metallkatalyse* 
der Starke bei geniigend langer Einwirkung auch Zucker gebildet wird. 
Als Beispiel diene der folgende Versuch: 


Probe a) besteht aus 8 ccm 0,5proz. Amylose + 8 ccm n/400 FeSO, 
+ 4 Tropfen H,O, (etwa 3 proz.). 

Probe b) besteht aus 8 ccm 0,5proz. Amylose + 8 ccm n/100 CuSO, 
+ 4 Tropfen H,0,. 


Beide Lésungen bleiben nach Zusatz des Peroxyds klar, nur farbt 
sich a) etwas gelblich. Auch nach 12stiindigem Stehen bei 40° hat 
sich keine Triibung entwickelt und kein Sediment von Ferrihydroxyd 
abgesetzt, wie es bei etwas gréBerem Eisengehalt der Fall zu sein pflegt. 
Auch ist die urspriingliche gelbliche Farbung der Eisenprobe fast ganz 
verschwunden. Beide Proben werden nun auf Zucker gepriift. Bei 
Zusatz von NaOH firbt sich b) deutlich blaiulich, aber so schwach, 
daB noch ein Tropfen CuSO,-Lésung zugegeben werden mub. Die 
Ausscheidung von Kupferoxydul beim Kochen ist sehr deutlich, aber 
nicht sehr reichlich; dagegen gibt die Eisenprobe, die sich mit NaOH 
gelblich farbt, aber klar bleibt, mit zwei Tropfen CuSO, versetzt, 
eine bliulichgriine Farbung und beim Erhitzen eine sehr reichliche 
Ausscheidung von Cu, 0. 

Nachdem von H.v. Euler und Bolin (l.c.) gezeigt worden war, 
da8B manganhaltige Hydrochinonlésungen durch verschiedene Natrium- 
salze organischer Siuren auch ohne Mitwirkung von Alkali und H,O, 
stark katalysiert werden, war mit der Méglichkeit zu rechnen, auch 
Amylose durch Mangansalze ohne H,O, zu hydrolysieren. Es gelingt 
dies in der Tat, aber freilich ist die Zeit, welche erforderlich ist, um 
die gleiche Menge Amyloselésung (3ccm einer 0,5proz. Lésung) bis 
zum Verschwinden der Jodreaktion abzubauen, eine unverhiltnis- 
maBig laingere als mit H,O,. Am giinstigsten erwies sich Mangan- 
chlorid, weniger das Sulfat oder Acetat. Lést man in 25 ccm Wasser 
0,05 g MnCl, und 0,1 g Trinatriumcitrat und vermischt dann 3 ccm 
der Lésung mit ebensoviel 0,5proz. Amyloselésung, schiittelt etwa 
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5 Minuten gut durch und halt die Probe bei 40°, so fallt die Jodreaktion 
nach etwa 2 Stunden rotviolett aus, nach 5 Stunden gelbrétlich. Dabei 
stellte sich nun aber die sehr bemerkenswerte Tatsache heraus, das 
eine gleichzeitig angesetzte gleiche Kontrollprobe ohne Citrat ebenfalls, 
nur sehr viel langsamer, hydrolysiert wurde. Nach 5 Stunden reagierte 
sie mit Jod erst blauviolett (veilchenfarbig). Die gleiche Farbe zeigt« 
eine mit den Chloridproben gleichzeitig angesetzte Sulfatprobe mit 
Citrat (3ccm einer Lésung von 0,05g MnSO, auf 25cem Wasser 
+ 0,1 g Trinatriumcitrat + 3cem 0,5proz. Amylose), wahrend eine 
ebensolche ohne Citrat nach 5 Stunden noch rein blau reagierte. Alle 
vier Proben blieben tiber Nacht im Thermostaten stehen. Die beiden 
Chloridproben zeigten dann den achromischen Punkt, wahrend die 
mit Citrat versetzte Sulfatprobe erst rote, die andere aber rotviolette 
Jodreaktion ergab. Die Hydrolyse verliuft wesentlich schneller, wenn 
man bei gleichem Mangangehalt die Menge des Citrats steigert (0,4 Proz.). 
In diesem Falle hatte eine Mischung gleicher Volumina der Salzlésung 
und 0,5 Proz. Amylose den achromischen Punkt schon nach 4 Stunden 
erreicht. Auch eine citratfreie 0,4proz. Lésung von MnCl, wirkt mit 
dem gleichen Volumen 0,5proz. Amylose rascher hydrolysierend als 
eine 0,2proz. (nach 3 Stunden fiel die Jodreaktion rotviolett aus). 
Diese Versuche zeigen einwandfrei, da&B Manganchlorid im Gegensatz 
zu Eisen- und Kupfersalzen bei einer Temperatur von 40 bis 50° auch 
fiir sich allein, ohne jeden Zusaiz, nicht nur Guajak bliuen, sondern 
auch Amylose bis zum Verschwinden der Jodreaktion zu verdéndern im- 
stande ist. Offenbar sind bei diesem Vorgange nicht nur die Metall-, 
sondern auch die Chlorionen beteiligt, und es beruht darauf wohl auch 
die so sehr viel starkere Wirkung eines Gemisches von Manganchlorid 
mit Citrat, als die eines solchen mit Sulfat. Der giinstige Erfolg einer 
solchen Beimischung neutraler Na-Salze gewisser organischer Saéuren 
dirfte wohl, wie schon v. Zuler vermutete, darauf beruhen, daB die 
betreffenden Saéuren mit Mangan komplexe Anionen bilden. 
Dadurch, daB Mangansalze auch ohne Peroxyd, also im Sinne 
direkter Oxydasen, Starke hydrolytisch zu spalten vermégen, nehmen 
sie unter den gepriiften Schwermetallsalzen eine Sonderstellung ein 
und bilden gewissermaBen den Ubergang zu der typischen ,,Salz- 
hydrolyse‘ durch Salze der Alkali- und Erdmetalle, deren Wirkung 
zwar an das Vorhandensein von molekularem Sauerstoff unbedingt 
gebunden erscheint, ohne daB jedoch die Gegenwart von H, O, erforder- 
lich ist, wenn dieses auch den Erfolg meist sehr erheblich zu steigern 


vermag. 

So gewinnt von zwei Kochsalzproben, von denen die eine einen 
geringen Zusatz von H,0O, erhalten hat, diese immer einen erheblichen 
Vorsprung der Hydrolyse. Man vermische gleiche Volumina 3- bis 
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5proz. NaCl-Lésung und 0,5proz. Amylose (je 3ccm) und setze der 
einen Probe zwei Tropfen H,O, zu, wahrend die andere nur etwa 
10 Minuten mit Luft geschiittelt und dann mit der ersten gleichzeitig 
in den Thermostaten gebracht wird; dann reagiert die peroxydhaltige 
Lésung nach kurzer Zeit violett und erreicht den achromischen Punkt 
meist schon vor Ablauf einer Stunde, wahrend die Hydrolyse in der 
einfachen Salzlésung immer sehr viel langsamer fortschreitet. Die 
Differenz macht sich natiirlich um so auffallender bemerkbar, je weniger 
energisch die betreffende Salzlésung an sich wirksam ist, besonders 
wenn noch auBerdem die Konzentration unter der optimalen Grenze 
liegt. Es wurde schon in friheren Mitteilungen bemerkt, da8 neutrale 
Phosphatmischungen zwar im Verein mit Chloriden, insbesondere 
Kochsalz, sehr kraftig, fiir sich allein aber nur schwach hydrolysierend 
wirken. Es ist dies um so bemerkenswerter, als Warburg') ganz neuer- 
dings nachgewiesen hat, daB Fructose (nicht aber andere Zucker) in 
neutralen Phosphatlésungen autoxydabel ist. Es scheint sich hier 
um eine spezifische Reaktion zwischen Phosphat, Fructose und mole- 
kularem Sauerstoff zu handeln, da jenes durch andere Salze nicht 
ersetzbar ist. 

Wir haben mit anni&hernd neutralen Gemischen aus primirem 
und sekundiérem Natriumphosphat beim Vermischen gleicher Volumina 
Salzlésung und 0,5proz. Amylose zwar stets Hydrolyse beobachtet, 
aber stark verzégert im Laufe mehrerer Stunden. Bei Zusatz selbst 
sehr kleiner Mengen von H, O, wird der Vorgang immer sehr beschleunigt. 

Wie bei der Hydrolyse durch Salze der Schwermetalle Fe, Cu 
und Mn, besteht auch bei der typischen ,,Salzhydrolyse durch die 
Chloride und Bromide der Alkali- und Erdmetalle ein weitgehender 
Parallelismus zwischen ihrer hydrolysierenden Kraft und ihrer oxy- 
datischen bzw. peroxydatischen Wirkung auf Guajak und andere 
Oxydasereagenzien. 

Ein eigentiimliches Verhalten zeigen die Rhodanide und Nitrite 
der Alkalimetalle, indem hier Zusatz von H,O, nicht férdernd, sondern 
hemmend wirkt, der peroxydatische Erfolg daher ganz fehlt, wihrend 
doch die Oxydation von Guajak in beiden Fallen bei Zusatz von Per- 
oxyd viel starker ist als die Autoxydation. Der Amylose gegenitiber 
ist aber die Sachlage eine gerade umgekehrte. Sowohl Rhodannatrium 
wie Natriumnitrit hydrolysieren in etwa 2proz. Lésung Amylose viel 
schneller als Kochsalz, doch ist lingeres Schiitteln der Gemische mit 
Luft durchaus erforderlich. Im Gegensatz zu Hisen- wnd Kupfersalzen, 
die nur die Wirkung des H, O, auf Amylose katalytisch zu beschleunigen 





1) A. Warburg und Muneo Yabusoe, Uber die Oxydation von Fructose 
durch Phosphatlésungen. Diese Zeitschr. 146, 380, 1924. 
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vermégen, fiir sich allein aber keine Spur von Wirkung erkennen lassen, 
stimmen Mangansalze, besonders MnCl,, mit den Chloriden und Bromiden 
der Alkali- und Erdmetalle und neutralem Phosphat darin iiberein, 
daB sie Amylose auch ohne Peroxyd zu hydrolysieren imstande sind, 
wahrend wieder Rhodanide und Nitrite den gleichen Erfolg nur mit 
Hilfe des molekularen Sauerstoffs herbeifihren und in Gegenwart 
von Peroxyd tiberhaupt nicht wirken. 

Wenn demnach alle hier besprochenen anorganischen Katalysatoren 
die Hydrolyse der Starke nur mit Hilfe von freiem oder gebundenem 
Sauerstoff herbeifiihren, so liegt die Vermutung nahe, daB auch die 
fermentativ vermittelte Starkespaltung in ahnlicher Weise zustande 
kommt, und dies wird durch das Verhalten von Amyloselésungen gegen 
organische natiirliche Oxydasen bzw. Peroxydasen zur GewiBheit, 
welches den Gegenstand der nachsten Mitteilung bilden soll. 











Uber fluoreszierende Oxydationsprodukte des Bilirubins 
und deren Bedeutung als Fehlerquelle bei dem iiblichen 
Urobilinnachweis. 

(Erwiderung auf die Bemerkungen Adlers'))}. 


Von 
H. K. Barrenscheen und 0. Weltmann. 
(Eingegangen am 15. Mai 1924.) 


Die Bemerkungen Adlers veranlassen uns zu folgenden Feststellungen : 

Herr Adler hat in seinen Bemerkungen zu unserer Arbeit zum ersten 
Male Veranlassung gefunden, mitzuteilen, da® er von seiner urspriinglichen 
Methode, die nach seinen Publikationen einen Fortschritt bedeuten sollte, 
abgekommen ist. Fehler einer Methodik, die man urspriinglich als zuverlissig 
empfohlen hat, waren wohl alsbald nach ihrer Erkenntnis mitzuteilen 
gewesen. Herr Adler |48t sich nicht iiber den Grund aus, der ihn veranlaBt 
hat, bei Untersuchungen auf Urobilin in bilirubinhaltigen Medien den 
Jodzusatz, auf den er anfangs groBen Wert legt*), ,,alsbald** zu vermeiden. 
Biliverdin kommt nach seiner Angabe*) nicht in Betracht. Er scheint also 
in praxi die Konsequenzen aus unserer Arbeit gezogen zu haben. 

2. Herr Adler wird es nicht in Abrede stellen kénnen, da® er bis zur 
Unterredung mit dem einen von uns (Weltmann) von der Existenz fluores- 
zierender Oxydationsprodukte des Bilirubins keine Kenntnis besaB. Aus 
diesem Grunde konnte er zu diesem Zeitpunkt auch iiber daraufhin gerichtete 
Untersuchungen in bilirubinhaltigen Harnen nichts mitteilen. In Wirklichkeit 
hat Herr Adler an bilirubinhaltigen Harnen ebensowenig wie an Duodenal- 
siften und Gallen eine Stérung der Resultate durch Jodzusatz beobachtet, 
obwohl er immer mit Kontrolle ohne Jodzusatz gearbeitet haben will. 

3. Herr Adler unternimmt jetzt den Versuch, die Tatsache, da8 Bilirubin 
im Harn durch Jodzusatz nicht zu einem griin fluoreszierenden Kérper 
oxydiert wird, als das Ergebnis seiner Untersuchungen hinzustellen und 
mit unserer Feststellung zu identifizieren, daB der Harn in bezug auf ein 
Herrn Adler unbekannt gewesenes Phiinomen eine Ausnahme darstellt. 
Die Wertung eines solchen Vorgehens iiberlassen wir den Lesern. Damit 
erledigen sich auch die scheinbaren Prioritaétsanspriiche, die Herr Adler 
uns gegeniiber geltend machen méchte. Das Verdienst, nichts beobachtet 


1) Diese Zeitschr. 144, 1924. 
*) Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 36. 
8) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 188. 
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zu haben, teilt er in diesem Falle mit allen friiheren Autoren, die mit Jod- 
zusatz gearbeitet haben. 

4. Unsere Ansicht, daB die Urobilinbefunde Herrn Adlers (mehrere 
Gramme pro Tag) in der Fistelgalle von zwei Fallen mit totalem Verschlu8 
auf Tauschung beruhen, kénnen wir nicht andern, gleichgiiltig, ob wir uns 
daran halten, was Herr Adler gesagt oder was er geschrieben hat. Seine 
Resultate sind unhaltbar, auch wenn, ja gerade weil er in der Kontrolle 
ohne Jodzusatz zu den gleichen Resultaten gekommen ist, wo sich ungeheure 
Differenzen hitten ergeben miissen. Resultate, die allgemein anerkannten 
klinischen und experimentellen Erfahrungen widersprechen, kénnen nur 
dann Anspruch auf Beweiskraft erheben, wenn sie sich auf einwandfreie, 
unter allen Kautelen ausgefiihrte Methoden stiitzen. Diese vermissen wir 
bei Herrn Adler. 

5. Es ist bedauerlich, daB sich Herr Adler vergebens bemiiht hat, 
das von uns mitgeteilte Phinomen in allen Gallen zu beobachten. DaB 
es in allen Gallen zu erzielen ist, haben wir nie behauptet, sind aber voll- 
kommen davon iiberzeugt. 

Damit betrachten wir die Diskussion mit Herrn Adler in dieser Zeit- 
schrift von unserer Seite fiir erledigt. 
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Komplementadsorption durch Farbstoffe. 


Von 
Felix Klopstock. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm- Institut fiir experimentelle Therapie und Biochemie 
Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 15. Mai 1924.) 


Die kolloidale Natur der bei den Luesreaktionen in Wechselwirkung 
tretenden Substanzen hat seit der Entdeckung der Serodiagnostik der 
Lues wiederholt zu experimentellen Untersuchungen tiber Komplement- 
bindung durch Kolloide AnlaB gegeben. So hat Seligmann bereits 
1907 mitgeteilt, daB kolloidale Lésungen, wie Mastixemulsion und 
Schellackemulsion, und Mastix und Schellack mit Gelatine vereint 
Komplement zu binden imstande sind. 

Es lag nahe, einmal die Farbstoffe, von denen ja zahlreiche nicht 
echte, sondern kolloidale Lésungen bilden, auf komplemeintbindende 
Eigenschaften zu priifen. Ihre Benutzung gestattet ja ein quantitatives 
Arbeiten; es stehen unter ihnen hochdisperse, mitteldisperse und 
niedrigdisperse Suspensionskolloide zur Verfiigung; es sind unter 
ihnen elektropositive und elektronegative Kolloide vorhanden. Es war 
zu hoffen, daB ihre Einfihrung in den Komplementbindungsversuch 
zu einem Fortschritt in der Erkenntnis des Ablaufs der Wassermannschen 
Reaktion und des Wesens des sogenannten Komplements fihren wirde. 

I. Bei meinen Versuchen fand eine groBe Zahl der bei mikro- 
skopischen Arbeiten, in der Chemotherapie und in der Kolloidchemie 
gebriiuchlichen Farbstoffe Verwendung. Es wurden je nach Léslichkeit 
1,0 bis 0,1 proz. Lésungen in physiologischer Kochsalzlésung hergestellt 
und in fallenden Mengen und Konzentrationen in den Komplement- 
bindungsversuch eingestellt. Es ergab sich als zweckmiafig, nur frisch 
und unter den gleichen Bedingungen (Erwiarmen) hergestellte Lésungen 
zu verwenden. Als Technik der Komplementbindungsprobe wurde 
die bei der Wassermannschen Reaktion tibliche gewahlt: Es wurde 
mit halben Dosen gearbeitet, als Komplement frisches Meerschweinchen- 
serum 1:10 verwandt, als himolytisches System 5proz. Hammelblut- 
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kérperchen und die vierfach lésende Amboceptordosis benutzt. Zusatz 
des hamolytischen Systems erfolgte 34 Stunden nach Ansetzen des 
Versuches; die Ablesung geschah ¥, Stunde nach Lésung der Kon- 
trollen. In den Fallen, in denen der Farbstoff (z. B. Methylenblau, 
Trypanblau) die Beobachtung der Himolyse beeintrichtigte, wurden 
Ausstriche in diinner Schicht auf dem Objekttriiger vorgenommen 
oder vergleichende mikroskopische Untersuchungen der Zahl und 
Gestalt der roten Blutkérperchen angestellt. 

Es fanden sich erwartungsgemaf zahlreiche Farbstoffe, die, in physio- 
logischer Kochsalzlésung zur Lésung gebracht, Komplement adsorbieren: 

Eosin, Kongorot, Lichtgriin, Magentarot, Methylenblau, Nachtblau, 
Nigrosin, Rivanol, Trypaflavin, Trypanblau, Trypanrot, Wasserblau. 
Es ist kein Zweifel, daB die Liste der komplementadsorbierenden 
Farbstoffe mit dieser Reihe nicht erschépft ist. Das niedrigdisperse, 
entgegengesetz geladene Farbstoffpaar Nachtblau (+) und Kongorot (—) 
hat in meinen Versuchen vorzugsweise Verwendung gefunden. 

Tabelle 1). 
Komplementadsorption durch Nachtblau. 





























1 pees. Physiologi | Komple Hamolytisches 

Nachtblaulésung | Kozbsalz Rouns ote oO |  geeens Resultat 
1,0 0 05 1,0 +++4 
0,8 0,2 05 1,0 ) ++++ 
0.6 04 05 1,0 [ht 
0,4 0,6 0,5 1,0 | ++ 
0,2 0,8 0.5 lo | + 

0 1,0 05 1,0 age 
Tabelle II. 
Komplementadsorption durch Kongorot. 

 @ipes. | Fhysicieg | Komplement | Hamolytisches | me: 

Kengetetiioune Kozheateiooung ss 1:10 ‘ en | Resultat 
1,0 0 0,5 1,0 +++4++4 
0,8 | + 03 05 1,0 ++++ 
0,6 0,4 05 1.0 _ Sos. 
A 0,6 0,5 1,0 saena 
0,2 0,8 0.5 1,0 ++4++4 

x 0,01 yes. Se | 
1,0 0 0,5 10 rare 
0,8 0,2 05 1,0 Pa 
0,6 0,4 0,5 1,0 4} 
0,4 0,6 05 1,0 — 
0.2 0,8 05 1,0 _ 

0 1,0 05 1,0 _ 


') Die Kontrollen sind in die Tabellen zwecks Kiirzung nicht auf- 
genommen. Die Bezeichnung des Resultates ist nach der bei der Sero- 
diagnose der Lues iiblichen Weise erfolgt. 
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Die Adsorption erfolgt zumeist noch in 0,1 proz. Lésung, ist aber 
z. B. bei Kongorot, Trypanblau, Trypanrot in 0,02 proz. Lésung noch 
nachweisbar. Die Resultate fallen natiirlich entsprechend dem wechseln- 
den Komplementgehalt des frischen Meerschweinchenserums und ent- 
sprechender Einstellung des himolytischen Systems nicht véllig gleich- 
maBig aus. 

Die Bindung findet sowohl durch elektropositive wie elektronegative 
Farbstoffe stait. 

Bei dem Trypaflavin verdeckt die himolytische Wirkung des 
Farbstoffes in lproz. Konzentration die Komplementadsorption; in 
0,l proz. Lésung ist die Bindung jedoch nachweisbar. 

Es kénnte nun der Einwand erhoben werden, daB es sich hier 
nicht um eine Adsorption des Komplements handelt, welche durch 
die TeilchengréBe der Farbstoffe und die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften der Farbstofflésung tiberhaupt bedingt ist, sondern um 
eine Inaktivierung des Komplements, die in der chemischen Konstitution 
der Farbstoffe ihre Ursache hat. Fiir einen Adsorptionsvorgang, der 
in der Kolloidnatur der Farbstofflésung begriindet ist, spricht jedoch: 
Es handelt sich bei den wirksamen Farbstoffen um kolloidal lésliche 
Farbstoffe, welche chemisch den verschiedensten Gruppen der Farb- 
stoffe angehéren! Es findet bei gleichzeitiger Einfihrung verschieden 
geladener Farbstoffe eine gegenseitige Beeinflussung der Komplement- 
bindung statt (Teil II)! 

Ein weiterer Beweis ist die Gestaltung des Reaktionsablaufs bei 
Zusatz von 0,1 cem inaktiven Normalserums zu den Farbstoff- 
verdiinnungen. Dieselbe Nachtblau- oder Kongorotkonzentration, die 
eine deutliche Komplementadsorption auslést, ruft nunmehr keinerlei 
Komplementbindung mehr hervor (vgl. Tabelle IIT)! 


Tabelle III. Schutzwirkung des Normalserums bei der 
Komplementadsorption durch Kongorot. 


Normalserum Physiologische Ranpienent | Hamolytisches Resultat 





0,5 com 


Kongorotlésung pa Kochsalzloésung System 
0,5 proz. 0,1 04 05 1,0 } ++++ 
’ e — 0,5 0,5 1.0 | ++++ 
_ 01 0.4 05 1,0 _——=" 
0,1 ~ —— 05 0.5 10 + 4 eH 
0,05 . 0,1 0,4 05 1,0 _ 
0,05 7 =— 05 05 10 abe abe «be <b 
0,01 , 0,1 04 05 1,0 _ 
0,01 , _— 05 05 10 + 


Das Serumeiweif wirkt im Sinne eines Schutzkolloids. Es entstehen 
offenbar Suspensoid-Emulsoidanlagerungen mit vielfach verminderter 
Adsorptionsfahigkeit fir das Komplement! 
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SchlieBlich spricht der Reaktionsverlauf nach Zufithrung von 
Lipoiden sicherlich im Sinne einer physikalisch-chemischen Natur der 
Bindung (Teil III). 

Bemerkenswert ist, daB sich unter den komplementbindenden 
Farbstoffen gerade die therapeutisch wirksamen Farbstoffe befinden 
(Trypanrot, Trypanblau, Trypaflavin, Rivanol). Es ist bereits friiher 
einmal fiir die Benzidinfarbstoffe (Trypanrot, Trypanblau) zur Dis- 
kussion gestellt worden, ob die chemische Konstitution die thera- 
peutische Wirksamkeit zur Folge hat oder die physikalisch-chemischen 
Eigenschaften (TeilchengréBe usw.) fiir die Wirkungsweise verant- 
wortlich zu machen sind. 

Eine Reihe Farbstoffe wird mit dem Komplementzusatz allmahlich 
entfarbt. Dold hat bereits die rasche Entfarbung eines Nilblauserum- 
gemisches und eines Brillantreinblauserumgemisches durch Erwarmen 
auf 56° beschrieben. Auch Nachtblau, Wasserblau, Brillantgriin, 
Malachitgriin blassen unter dem Einflu8 des Komplements nach meinen 
Erfahrungen allmahlich ab; Methylviolett erfahrt einen Farbenumschlag. 
Es handelt sich hier nicht etwa um eine Reaktion, die zu der Kom- 
plementadsorption in Beziehungen steht. Die Entfarbung ist durch 
aktives und inaktives Serum auslésbar; sie wird durch Erhitzen unter- 
stiitzt. Die Entfarbungsphinomene haben meiner Uberzeugung nach 
nicht in einem Gehalt des Blutserums an hitzebestandigen Reduktasen 
(Dold) ihren Grund, sondern in der Eigenschaft des EiweiB den Farb- 
stoffen gegentiber als schwache Base zu wirken. 

II. Nach Feststellung der Komplementadsorption durch zahlreiche 
Farbstoffe ging ich zu Versuchen tiber, bei denen zwei entgegengesetzt ge- 
ladene kolloidallésliche Farbstoffe in den Komplementbindungsversuch 
eingestellt wurden. Es wurden hierzu Nachtblau und Kongorot aus- 
gewahlt, einmal, weil dieses Farbstoffpaar zum Studium der gegen- 
seitigen Beeinflussung verschieden geladener Kolloide in der Kolloid- 
chemie Verwendung gefunden hat, dann, weil die Entfairbung des 
Nachtblaus die Beobachtung der Hiamolyse erleichtert. Das Resultat 
war bei Verwendung von 0,1 proz. Nachtblau- und 0,01 proz. Kongorot- 
lésung in fallender und steigender Menge ein eigenartiges: Zwischen 
Zonen vollkommener Komplementbindung schoben sich Zonen ver- 
minderter oder aufgehobener Komplementbindung ein (vgl. Tabelle IV). 
Dabei lagen die Zonen der verminderten oder aufgehobenen Kom- 
plementadsorption entsprechend dem Wechsel des Komplementgehaltes 
des frischen Meerschweinchenserums nicht immer an der gleichen Stelle. 

Die Ursache fiir das Phinomen liegt wahrscheinlich in der Wechsel- 
wirkung der entgegengesetzt geladenen Kolloide. Je nach dem Ver- 
haltnis ihrer Konzentrationen entwickeln sich ja drei verschiedene 
Zustiinde: Die Vorflockungszone, in der das eine Kolloid tiberwiegt — 
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Tabelle IV. 
Gegenseitige Beeinflussung von Nachtblau und Kongorot bei der 
Komplementadsorption. 
0,1 , , : 0,01 5 i = Keugtemen | Ha lytisches 
Nachtb' 3 ¢ | Kenpeestbouns 1:10 . .—— Resultat 

0.9 | 0,1 | 05 1,0 +++ 
0.8 | 02 05 1,0 + 
0,7 03 05 1,0 st 
0,6 0,4 05 10 Pe tere 
0,5 | 05 05 1,0 +t + 
0,4 0,6 0,5 10 ++ 
03 | 0,7 0,5 1,0 abt 
0,2 08 05 10 ++ 
0,1 0,9 05 1,0 + 


die Flockungszone = die Nachflockungszone, in der das andere Kolloid 
iiberwiegt, wihrend die Breite der Zonen von dem Dispersitaétsgrade 
der verwandten Kolloide abhiangig ist. Als Folge der Zustandsdnderungen 
beider Kolloide treten jene Schwankungen des Grades der Komplement- 
adsorption auf. 

Die unregelmaBige Reihe gelangte jedoch nicht bei jedem Versuche 
zur Beobachtung. Wiederholt entstand eine Adsorptionskurve, die 
den Nachtblauverdiinnungen allein entsprach. Ich habe die Ursache 
fir das Ausbleiben der Kongoroteinwirkung nicht sicher eruieren 
kénnen; es kommen Kolloidumladungen durch den Elektrolytgehalt 
des Dispersionsmittels als Grund der wechselvollen Ergebnisse in 
Betracht. 

III. Es war nun von besonderem Interesse festzustellen, wie sich 
die Komplementadsorption der Farbstoffe gestaltet, wenn sie mit 
einem Lipoid, wie dem Wassermannschen Antigen gepaart werden. 
Das Resultat war ein bemerkenswertes: Wiahrend ohne Hinzunahme 
des Lipoids noch 0,1 proz. Lésungen des Nachtblaus und 0,02 proz. des 
Kongorots adsorbierend wirken, hemmt bei einer Kupplung mit dem 
Wassermannschen Antigen Nachtblau noch in 0,01 proz., Kongorot 
in 0,001 proz. Lésung. Die Einfiihrung des Lipoids als zweites Kolloid 
list eine kolloidale Zustandstinderung aus, die in einer um ein Vielfaches 
gesteigerten Komplementadsorption in Erscheinung tritt. 

Der Versuch fiihrt somit zu einer weiteren Klarung der Wirkungs- 
weise der Lipoide bei unseren serodiagnostischen Untersuchungs- 
methoden und ergiinzt jenen Reagenzglasversuch mit Esbachs Reagens, 
den ich kirzlich mitteilte!). Hr demonstriert, daB Suspensoide in einer 
Konzentration, in der sie an sich Komplement nicht zu binden imstande 
sind, mit einem Lipoid vereint Komplement zu adsorbieren vermégen. 


1) Deutsch. med. Wochenschr. 1924, Nr. 1. 
Biochemische Zeitschrift Band 149. 99 
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Tabelle V. 


Einwirkung des Lipoids auf die Komplementadsorption von Nachtblau 
und Kongorot. 





0 ae : C ; 
ides | “ES | Se | ae 
1,0 0 0,5 10 i 
0,8 0,2 05 1.0 +4 
0,6 0.4 05 1,0 re air 
0A 0,6 05 | 1,0 +4 f+ 
0,2 0,8 0,5 1.0 bes & G4 
0 1,0 0,5 1,0 + 
0,001 proz. | 
Kongorotlésung 
1,0 0 05 1,0 se 
0.8 0,2 0,5 | 1,0 +4 
0,6 0,4 0,5 1,0 ++++ 
0,4 0,6 0,5 1,0 ++++ 
0,2 0,8 05 1,0 aa 
0 | 1,0 0,5 | 1,0 + 


Er macht weiterhin verstindlich, daB Wassermann in seiner Sero- 
diagnostik der aktiven Tuberkulose durch Beladung des spezifischen 
Antigens mit Lecithin die Empfindlichkeit der Reaktion um ein Viel- 
faches steigern konnte. 

Die Farbstoff-Lipoid-Komplementbindungsreaktion ist jedoch noch 
aus einem anderen Grunde von besonderer Bedeutung. Es ist bekanntlich 
versucht worden, die Wassermannsche Reaktion elektrochemisch zu 
erkliren und den Reaktionsablauf dahin zu deuten, daB in dem Lues- 
serum Globulinteilchen mit starkerer positiver Ladung auftreten, als 
in dem Normalserum, und ein Ladungsaustausch dieser positiv ge- 
ladenen Globulinteilchen mit negativ geladenen Lipoidteilchen die 
Ursache der Reaktion darstelle. 


Nach P. Schmidt beruht die Wassermannsche Reaktion auf der Bildung 
neuer freier Oberflachen durch Ausfillung auBerst feiner Teilchen aus dem 
Extraktkolloid, wahrscheinlich durch Umladung der an sich elektrisch- 
negativ geladenen Extraktkolloidteilchen. 

Meinicke stellt bei seiner Lipoidbindungsreaktion elektrolytische 
Wirkungen in Rechnung. 

Epstein und Paul, die die Meinickereaktion (M. R. und D. M.) zum 
Ausgangspunkte ihrer Untersuchungen machen, gelangen zu der Uber- 
zeugung, daB bei der Prazipitationsreaktion luetischer Sera nach Meinicke 
eine Entladung der elektronegativen Lipoidphase durch die Natriumionen 
des Kochsalzes und positive Ladung der Eiwei8phase der luetischen Sera 
eintrete und diese Entladung in letzter Konsequenz zur Ausflockung der 
Lipoidphase des Extraktkolloids fiihre. 

' Kopaczewski hat mitgeteilt, da8 im Kataphoreseversuch die Globuline 
des luetischen Serums zur Kathode, des normalen zur Anode wandern. 

Nach Baumgdrtel adsorbiert die kolloidaldisperse Globulinlipoidphase 
des Luetikerserums die Na-Ionen der als Verdiinnungsmedium benutzten 
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Kochsalzlésungen und erhalt dadurch eine elektropositive Ladung, welche 
sich mit der elektronegativen Ladung der Extraktlipoide neutralisiert. 

R. Stern hat jedoch in Versuchen, die alle Fehlerquellen ausschalteten 
und ein Konstantbleiben des p, sicherstellten, festgestellt, dab der Hauptteil 
des EiweiBes immer zur Anode wandert, gleichgiiltig ob luetisches oder 
normales Serum verwendet wird und auch in der Wanderungsgeschwindigkeit 
kein deutlicher Unterschied besteht. Er hat keine Anhaltspunkte dafiir 
gefunden, daB in den luetischen Seren Teilchen mit starkerer positiver 
Ladung vorhanden sind, als in den nicht luetischen, oder daB im Luetiker- 
serum eine positiv geladene Globulinlipoidverbindung den Reaktionskérper 
darstellt. 

Meine Versuche ergeben nun, daB es keinen Unterschied macht, ob 
das elektropositive Nachtblau oder das elektronegative Kongorot in die 
Komplementbindungsprobe eingefiigt wird. In einem Elektrolyten als 
Dispersionsmittel lést die Vereinigung eines Lipoidsols mit einem Suspen- 
soid, mag es positiv oder negativ geladen sein, jene kolloidale Zustands- 
tinderung aus, die die Komplementbindungsprobe entstehen lapt. 

Es bedurfte nun noch der Klarung, ob die Schutzwirkung des 
SerumeiweiBes auch bei der Kupplung der Farbstoffe mit dem Lipoid 
nachweisbar ist. Es ergab sich, daB sie noch um ein Vielfaches deutlicher 
zutage tritt! Ohne Zusatz von 0,1 ccm Normalserum findet noch in 
einer etwa 20fach schwicheren Konzentration Adsorption statt als 
mit Einfiihrung des SerumeiweiBes! Es erfolgt etwa nur noch bis zu 
jener Konzentration Komplementbindung, bei der die Farbstofflésung 
ohne Lipoidzusatz Komplement an sich zieht! Die Schutzkolloidwirkung 
des Serumeiweifes und die sensibilisierende Wirkung des Lipoids heben 
sich etwa gegeneinander auf! 


Tabelle VI. 


Schutzwirkung des Normalserums bei der Kongorotlipoid- 
Komplementbindungsprobe. 








Himolyt. 


0,5 ccm Normal. | Physiol ce | Wassermanns Kom- Resultet 
Kongorotlés. serum Kochsalzlésung | schesAntigen| plement System 











0,5 proz. | 0,1 | 


_ ogee. be hee 10° | +4+++4+ 

‘ ara 2 0,1 05 | O05 1,0 spo te 
SO aS _ 0,5 0,5 1O | ++++ 
Soe Be 0,1 0,5 05 1,0 +++ 
00 . | O1 — 0,5 05 1,0 ++ 
00 , | — 0,1 05 05 1,0 +++ 
001 . 0,1 — 05 0,5 1,0 — 
pie Bees 0,1 05 0.5 10 | 4+4++4+4+ 
000. | Oo) — 05 05 1,0 — 
006, | — 0,1 0,5 05 1,0 +++ 
0001, | O1 — 05 05 1,0 —_ 
aa. ij — | 0,1 | .05 05 1,0 +++ 


Die Farbstoffversuche fiihren jedoch nicht nur zu einem Fort- 
schritt in der Erkenntnis des Ablaufs der Wassermannschen Reaktion ; 


22* 

















338 F. Klopstock: Komplementadsorption durch Farbstoffe. 


sie tragen auch zu einer Klarung des Wesens des sogenannten Kom- 
plements bei, wie ich in einer weiteren Mitteilung zu zeigen versuchen 
werde. 


Literatur. 


Baumgartel, Weichardts Ergebn. d. Hyg., Bakt., Immunititsforsch. 
u. exper. Therap. 5, 1922. — Dold, Klin. Wochenschr. 1922, Nr. 24; 1923, 
Nr. 44. — Epstein und Paul, Arch. f. Hyg. 90, 1921. — Kopaczewski, 
C. r. 171, 1920. — Meinicke, Zeitschr. f. Immunitatsforsch. 27, 28, 29; 
Deutsch. med. Wochenschr. 1919, Nr. 24. — P. Schmidt, Zeitschr. f. Hyg. 
u. Infektionskrankh. 69, 1911; Seligmann, Berl. klin. Wochenschr. 1907. — 
R. Stern, diese Zeitschr. 1924, H. 1/2. 
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Beitrag zur kolorimetrischen Bestimmung des anorganischen 
Serumphosphors. 


Von 
R. Essinger und P. Gyérgy. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 15. Mai 1924.) 


In den neueren Beitragen zur Pathogenese der Rachitis und Tetanie 
wird bekanntlich der anorganischen Serumkomponente ein besonderes 
Augenmerk zugewendet. Die Bestimmung des anorganischen Serum- 
phosphors gehért heute zu dem notwendigsten Riistzeug der Klinik. 
Kolorimetrische Mikrobestimmungsmethoden erméglichen die rasche 
und leichte Ausfiihrung der Serumphosphoranalyse. Als die gebriuch- 
lichsten Methoden gelten die von Mariott und Haessler 1917, Bell- 
Doisy 1920 und Tissdall 1922. 


Nach Howland und Kramer sowie Gyérgy, die zuerst mit der Methode 
von Mariott und Haessler gearbeitet haben, betragt der anorganische Serum- 
phosphorgehalt bei normalen Kindern im Mittel 5,0 mg-Proz., bei Rachitikern 
im Mittel etwa 2,5 mg-Proz. Demgegeniiber geben Hess und Guttmann 
einen Normalwert von etwa 4,3 mg-Proz. und einen Rachitiswert von 
3,5 mg-Proz. an. Sie bedienten sich der Methode von Bell-Doisy und fiihrten 
die Bestimmung im Gesamtblut aus. Die Erklérung dieser divergierenden 
Befunde diirfte entweder in der Verschiedenheit der Bestimmungsmethoden, 
oder aber in der Tatsache zu suchen sein, daB Hess und Guttmann die 
Phosphorbestimmung im Gesamtblut vornahmen, wihrend die zuerst 
erwahnten Autoren ihre Untersuchungen nur auf das Serum beschrinkten. 
Die Mittelwerte Tissdalls mit seiner eigenen Methode deckten sich mit 
denen von Howland-Kramer und Gyérgy. Im Gegensatz zu Hess und 
Guttmann erhielten v. Meisenbug sowie Anderson auch mit der Bell- 
Doisyschen Methode im Serum bzw. auch im Gesamtblut Werte, die den 
zwei anderen Methoden entsprechen. 


Bei den verwickelten Verhiltnissen der Serumphosphorverteilung 
(vgl. Feigl, Greenwald) lag der Gedanke nahe, da8 die erwihnten kolori- 
metrischen Bestimmungsmethoden nicht véllig gleiche Werte ergeben. 
Wir stellten uns die Aufgabe: erstens die erwihnten drei Bestimmungs- 
methoden zu vergleichen, und zweitens ihre Fehlergrenzen zu bestimmen. 
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Erst die Beantwortung dieser Fragen setzt uns in die Lage, die in der 
Literatur niedergelegten Daten auf ihre wahre Vergleichbarkeit zu 
prifen. 

Ohne uns auf die Einzelheiten der Bestimmungsmethoden ein- 
lassen zu wollen, méchten wir nur kurz das Prinzip der einzelnen 
Methoden bezeichnen. 

Mariott und Haessler: Fillung im nativen Serum durch Magnesia- 
mixtur. Der in Salzsiure geléste Niederschlag wird mit einem bestimmten 
Quantum Eisencyanlésung versetzt. Die Entfarbung dieser Eisencyan- 
lésung wird in Nesslerréhrchen gegen bekannte Standardlésungen quantitativ 
ausgewertet. 

Bell-Doisy: Im _ Trichloressigsiurefiltrat werden die anorganischen 
Phosphate durch Ammonmolybdat in Phosphormolybdat iibergefiihrt, 
durch Hydrochinon reduziert und mit einer alkalischen Sulfitmischung 
fixiert. Die blau gefairbte Lésung wird gegen ein Standardgemisch kolori- 
metriert. 

Tissdall: Im Trichloressigsaurefiltrat wird der anorganische Phosphor 
als Strychninphosphormolybdat gefillt. Der Niederschlag wird nach 
Auswaschen des Fallungsmittels in NaOH gelést und durch Ferrocyan- 
kalium + Salzsiure reduziert. Die griin gefarbte Lésung wird gegen eine 
bekannte Phosphatlésung kolorimetriert. 

Die Methoden von Bell-Doisy bzw. Tissdall unterscheiden sich von 
der Mariott-Haesslers hauptsichlich in drei wichtigen Punkten: a) Durch 
Anwendung des Trichloressigfiltrats, im Gegensatz zum nativen Serum, 
b) durch die Fallung (Bindung der Phosphate in saurem, im Gegensatz 
zum alkalischen Milieu), c) durch die stark verkiirzte Bestimmungs- 
dauer. 

Unsere Untersuchungen sind in den beiliegenden Tabellen I und II 
zusammengestellt. Tabelle I enthalt die Versuche, bei denen die nach 
den drei verschiedenen Methoden erhaltenen Werte miteinander gut 
iibereinstimmen. Der mittlere Fehler ist meist sehr niedrig und iiber- 
steigt in den mit der gleichen Methode gefundenen Werten nur selten 
+3 bis 5 Proz. Im Versuch 5 mit einem bekannten Phosphorzusatz 
betrigt der Fehler nach Bell-Doisy 2 Proz., nach Mariott und Haessler 
2 Proz., nach Tissdall 0 Proz. 

Tabelle II enthalt die Versuche, bei denen die nach der Methode 
von Bell-Doisy und Tissdall gewonnenen Zahlen sich miteinander gut 
decken, sich aber von denen, nach der Methode von Mariott und Haessler 
erhaltenen Werten scharf unterscheiden. Wir konnten zuerst diesen 
auffallenden Befund nicht erkliren. Das untersuchte Rinderserum 
wurde frisch vom Schlachthof bezogen und zeigte eine goldgelbe, blut- 
farbstofffreie Farbe. Den einzigen Unterschied, den wir feststellen 
konnten, betraf das Auffangen des Blutes. In den Proben der Tabelle LI 
wurde das Blut durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert, waihrend 
in den Proben der Tabelle I das Serum durch Auspressen gewonnen 
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wurde. Wir stellten uns nun die Sache so vor, daB beim Defibrinieren 
aus den Blutkérperchen phosphorhaltige Substanzen in Freiheit gesetzt 
werden, die dann bei dem alkalischen Milieu der Mariott-Haesslerschen 
Bestimmungsmethode anorganische Phosphate abspalten, welche dann 
auch mit bestimmt werden. 

Ein stark hamolytisches menschliches Serum wies &hnliche Ver- 
haltnisse auf. 


Versuch 19 
es. a 55 eS ee ed 3,0 mg-Proz. P 
ne UT ED a te cas owls oa were 2'% 2,8 = P 
» Mlariott-Haeseler ......... 5,6 a P 


Aber auch ohne stark himolytische Verfirbung enthalt das durch 
Schlagen gewonnene menschliche Serum, genau wie die Rinderserum- 
proben der Tabelle II, die gleichen, im alkalischen Milieu leicht spalt- 
baren phosphorhaltigen Substanzen. 


Versuch 21. 
Normalserum nach Tissdall ...... 4,0 mg-Proz. P 
», Mariott-Haessler. . . 4,2 = P 
Dasselbe ‘Sk Schlagen defibriniert 
i: See 8 ae et Ste 8S 8 4,0 mg-Proz. P 
» Mariott-Haessler. ........ 5,0 as P 


Die Bedeutung der alkalischen Reaktion erhellt sich aus dem folgen- 
den Versuche. 


Versuch 22. 
Rinderserum (durch Auspressen gewonnen) 
es EE eG es es ee oS 7,4 mg-Proz. P 
»  Mariott-Haessler. . ....... 7,4 be P 
Dasselbe Serum durch Schlagen gewonnen 
a eee ar eee 7,6 mg-Proz. P 
» Mariott-Haessler. ........ 8,6 - P 


Trichloressigséurefiltrat vom geschlagenen Serum nach 24stiindigem 
Stehen im Eisschrank 
WOM sok ls 6 te eee 8 7,5 mg-Proz. P 
Trichloressigsaurefiltrat vom geschlagenen Serum mit NaOH gerade 
lackmusalkalisch gemacht, 24 Stunden im Eisschrank, dann mit Trichlor- 
essigsiure angeséuert 
mach Tisedall .. . 1... ss ee ee 8,4 mg-Proz. P 


Wie eingangs erwahnt, deckt sich der mit der Tissdallschen und der 
Bell-Doisyschen Methode im frischen Blute gewonnene Phosphorgehalt 
mit dem anorganischen Serumwert; wahrend die Mariott-Haessler sche 
Methode im Gesamtblute einen Phosphorwert angibt, der den Serum- 


phosphatgehalt um vieles tibersteigt. Nach langerem Stehen der Blut- 
proben ist die Phosphatbestimmung im Gesamtblute auch nach Bell- 
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Doisy und Tissdall unzulissig und zeitigt stark erhéhte Werte’). Ver- 
gleichen wir diese Tatsachen mit den von uns erhaltenen Befunden, 
so ist wohl der Schlu8 zulissig, daB die Blutkérperchen gewissermaBen 
ein Reservoir von anorganischem Phosphor in inaktiver Form dar- 
stellen. AuBerhalb des Kérpers bei alkalischer Reaktion findet eine 
Abspaltung von chemisch aktivem Phosphat statt. Arbeitet man mit 
einer Methode wie mit der von Mariott-Haessler, so ist auf diese Eigen- 
timlichkeit der Blutphosphorverteilung besonders zu achten. Ahnliche 
phosphorhaltige Verbindungen scheinen nach den neueren Unter- 
suchungen von Sevringhaus am Aufbau verschiedener Kérpergewebe 
beteiligt zu sein. Bei der Autolyse der Leber fand der erwihnte Autor 
eine starke Zunahme des Serumphosphors, insbesondere, in Analogie 
zu unseren Versuchen, bei alkalischer Reaktion. 


Zusammenfassung. 


1. In hamoglobinfreiem, durch spontanes Gerinnen gewonnenem 
Serum ergeben die Methoden nach Tissdall, Bell-Doisy, Mariott und 
Haessler den gleichen anorganischen Serumphosphatwert. Der mittlere 
Fehler der einzelnen Methoden iibersteigt nur selten 3 bis 5 Proz. 

2. Zusatz von Phosphat wurde mit einem Fehler von héchstens 
3 Proz. wiedergewonnen. Das beste Resultat wurde mit der Tissdall schen 
Methode erzielt. 

3. Im durch Schlagen gewonnenen oder stark himolytischen 
Seram werden bei der alkalischen Reaktion der Mariott-Haesslerschen 
Methode Phosphate frei, die nach Tissdall und Bell-Doisy nicht mit- 
bestimmt werden. 

4. In Analogie zu gewissen Literaturangaben wird die Vermutung 
ausgesprochen, daB die roten Blutkérperchen chemisch einstweilen noch 
unbekannte phospborhaltige Substanzen enthalten, aus denen bei 
alkalischer Reaktion anorganischer Phosphor in Freiheit gesetzt wird. 


Literatur. 


G. Anderson, Biochem. Journ. 27, 1923. — Bell-Doisy, Journ. of biol. 
Chem. 44, 1920. — Feigl, diese Zeitschr. 89—102, 1918—1920. — Gyédrgy, 
Jahrb. f. Kinderheilk. 99, 1922. — Hess-Guttmann, Proc. Soc. exper. Biol. 
et Med. 19, 1921. — Howland-Kramer, Am. Journ. Dis. Child. 22, 1921. — 
Mariott-Haessler, Journ. f. biol. Chem. 82, 1917. — v. Meysenbug, Am. 
Journ. Dis. Child. 24, 1922. — Sevringhaus, Journ. of biol. Chem. 57, 1923. 
— Tissdall, ebendaselbst 50, 1922. ; 


1) Vgl. schon bei Feigl, dann Howland-Kramer, Zucker-Guttmann usw. 











Beitrag zum Chemismus der Strahlenwirkung’). 
(,,Kiinstliche Héhensonne“.) 


Von 
R. Essinger und P. Gyérgy. 
(Aus der Heidelberger Kinderklinik.) 
(Eingegangen am 15. Mai 1924.) 


1, Siureausscheidung im Urin. 


In einer friiheren Mitteilung hat der eine von uns (Gyérgy) tiber 
Anderungen der Saureausscheidung im Urin unter dem Einflu® der 
,,kiinstlichen Héhensonne“ berichtet. Es gelang, den Nachweis zu 
erbringen, daB die ultravioletten Strahlen des Quarzlichtes in der 
Regel eine Erniedrigung der Gesamtsiureausscheidung bedingen. Die 
Abnahme der ausgeschiedenen Siuremenge war in den ersten 24stiindigen 
Urinportionen nach einer einmaligen Bestrahlung sowohl bei den 
normalen Kontrollkindern wie insbesondere bei den untersuchten 
Rachitikern deutlich, jedoch bewegt sie sich nur in engen Grenzen. 
Heilung der Rachitis unter dem EinfluB éfters wiederholter Bestrah- 
lungen lieB die Abnahme der Saureausscheidung besonders deutlich 
erkennen. Bei sehr intensiver Bestrahlung trat eine Umkehr ein: die 
Saiureausscheidung nahm nicht nur nicht ab, sondern sie stieg oft 
erheblich an. Diesen Tatbestand glaubten wir durch die Annahme 
erkliren zu kénnen, daB geringe Strahlendosen den Stoffwechsel be- 
leben, aktivieren, stirkere Dosen dagegen lihmend, hemmend wirken. 
Wir dachten dabei in erster Linie an das bekannte Arndt-Schultzsche 
Gesetz. Ahnlich auBert sich auch Eckstein in einem anderen Zusammen- 
hang. Leichtere Bestrahlung fiihrte bei seinen Versuchen an Ratten 
zu einer Wachstumsférderung, eine besonders intensive Bestrahlung 
dagegen zu einer Wachstumshemmung. Der Befund Ederers: Erhéhte 
CO,-Spannung nach schwacher und erniedrigte CO,-Spannung nach 
langerer intensiver Bestrahlung kénnte auch in diesem Sinne gedeutet 
werden. 





1) Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Rockefellerstiftung. 
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Unsere oben erwahnten Versuchsresultate wurden am 24stiindigen 
Gesamttagesurin erhoben. Es kénnte nun die Frage aufgeworfen 
werden, ob vielleicht die Anderung des Saure-Basengleichgewichtes 
sofort nach der Bestrahlung noch deutlicher ist als im langgezogenen 
Intervall von 24 Stunden. Wir dachten an die Befunde nach Uber- 
ventilation (Leathes, Collip und Backus, Grant und Goldman usw.), nach 
heiBen Badern (Bazett und Haldane, Haggard und Henderson). Bei 
diesen Vorgiangen lie8 sich schon in den ersten Urinproben eine deutliche 
Verschiebung in alkalotischem Sinne nachweisen. Auf Grund dieser 
Uberlegungen glaubten wir unsere fritheren Versuche in der Weise 
erginzen zu miissen, daB wir die Urinanalyse in Einzelportionen aus- 
fihrten. In niichternem Zustande wurde die letzte Entleerung vor 
der Bestrahlung und die erste nach erfolgter Bestrahlung einer Analyse 
unterworfen. Als dritte Probe verwendeten wir die erste Morgenurin- 
portion vom niichsten Tage. 

In unseren friitheren Mitteilungen haben wir als das zuverlissigste 
Ma8 der Saiureausscheidung im Urin die GréBe A + NHsg, d. h. titrier- 
bare Aciditat + Ammoniak bezeichnet. Auch die Werte fiir die wahre 
Aciditat (py) dirften in Betracht gezogen werden. Die GréBe A + NH, 
hangt in ihrem absoluten Werte stark von der Konzentration des Urins 
ab. Als das beste MaB fiir die Konzentration des Urins diirfte wiederum 
der Gesamtstickstoff figurieren. Zum Vergleich von einzelnen Urin- 
portionen wiirde sich mithin der Quotient + 3am besten eignen. 
Ebenso diirfte der bekannte N H,-Koeffizient gut dem gleichen Zwecke 
dienen. In den beigefiigten Tabellen haben wir dementsprechend nur 
diese zwei GréBen und auBerdem noch die py-Werte aufgenommen. 

Die Bestimmung der Einzelkomponenten erfolgte nach den in 
unseren friiheren Mitteilungen ausfiihrlich dargestellten Methoden. 

Uberblicken wir die Einzelergebnisse, so glauben wir zusammen- 
fassend den SchluB ziehen zu diirfen, daB sich eine GesetzmaBigkeit 
bei der befolgten Versuchsanordnung nicht feststellen lie}. Wahrend 
in einigen Versuchen in den ersten Urinportionen nach der Bestrahlung 
die Werte tatsichlich in alkalotischer Richtung verschoben worden 
sind (vgl. z. B. Versuch 5), so finden wir bei wieder anderen Versuchen 
bei gleicher Bestrahlungsdauer auch das Entgegengesetzte (vgl. z. B. 
Versuch 11). Hatten wir nicht schon in den‘friher mitgeteilten Ver- 
suchen die eingangs erwahnten Resultate erhalten, so waren wir auf 
Grund des jetzt vorliegenden Versuchsmaterials nicht in der Lage, 
eine gesetzmaiBige Beeinflussung des Siure-Basengleichgewichtes 
gemessen an der Siureausscheidung im Urin — feststellen zu kénnen. 
Aber auch dem negativen Schlu8 glauben wir eine gewisse Bedeutung 
beimessen zu kénnen: eine kiirzere, leichtes Erythem erzeugende Be- 
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strahlung tibt auf das Siiure-Basengleichgewicht zunachst keinen wohl- 
charakterisierten Einflu8 aus. Die Alkalose nach Uberventilation 
und nach heiBen Badern ist die Folge eines gesteigerten Kohlensiure- 
verlustes durch forcierte Atmung. Das negative oder mindestens in- 
konstante Resultat nach Bestrahlung schlieBt eine ahnliche Rolle der 
Atmung aus!). Wir erblicken in dieser Tatsache eine, wenn auch nur 
indirekte Bestaétigung unserer friiher geiuBerten Auffassung, daB die 
in den 24stiindigen Urinportionen nachgewiesene Anderung in der 
Siiureausscheidung hauptsichlich eine Folge von intermediiren Stoff- 
wechselvorgiangen darstellt. 


2. Anderung in der chemischen Blutzusammensetzung nach Bestrahlung mit 
»kiinstlicher Héhensonne“, 

Unter dem EinfluB der kiinstlichen Héhensonne nimmt der er- 
niedrigte Serumphosphatgehalt der Rachitiker deutlich zu und erreicht 
im Laufe der Strahlenbehandlung normale Werte. Ebenso gleicht 
sich ein Verlust an Serumkalkgehalt bei Rachitis und bei Tetanie 
unter der Wirkung wiederholter Bestrahlungen aus. Werden die Normal- 
werte erreicht, so bleibt eine weitere Erhéhung aus, ein Ubertreten 
der Normalzahlen kommt nicht vor. So weit die bekannten Unter- 
suchungen von Howland-Kramer, Mayer, Gyérgy usw. 

Wir stellten uns die Aufgabe, die Wirkung der Bestrahlung auf die 
chemische Blutzusammensetzung zunichst bei normalen Individuen 
zu untersuchen. Wir gingen in der Weise vor, daB wir zunichst bei 
Erwachsenen das in niichternem Zustande vor der Bestrahlung ge- 
wonnene Blutserum auf verschiedene Bestandteile analysierten. Die 
Blutentnahme wurde 1 Stunde und 24 Stunden nach der Bestrahlung 
wiederholt und die Proben wiederum einer Analyse unterworfen. Die 
Untersuchung erstreckte sich auf den Gehalt des Serums an Ca, K, Cl, 
anorganischem P, Gesamt-P, Lipoid-P und Cholesterin. 

Zur Ca- und K-Bestimmung bedienten wir uns der Methoden von 
Kramer und Tissdall, zur Cl-Bestimmung der von Koranyi-Rusznyak, 
zur P-Bestimmung (anorganisches, Gesamt-, Lipoid-) der von Bell-Doisy, 
zur Cholesterinbestimmung der von Bloor. Die Extraktion des Lipoid-P 
und des Cholesterins erfolgte ebenfalls nach der Methode von Bloor. 

Die Blutspender waren nur zum Teil véllig gesund; die in der Tabelle 
bezeichneten Krankheiten zeigen, da8 es sich bei ihnen um keine schwer- 
wiegenden Stoffwechselstérungen handelt. Sie wurden uns vom Vorstand 
der Heidelberger Hautklinik, Herrn Prof. Bettmann, zur Verfiigung gestellt, 
wofiir wir ihm sowie Herrn Oberarzt Dr. O. Gans zu groBem Dank ver- 


pflichtet sind. 
In den ersten 19 Fallen erfolgte die Bestrahlung mit der gewéhnlichen 


Quarzlampe (Hanau) meist in der Weise, da®B 5 Minuten der Riicken, 


1) Soweit freilich die Urinanalyse auf den Zustand des Séure-Basen- 
gleichgewichtes bindende Schliisse erlaubt. 
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5 Minuten die Brust den Strahlen ausgesetzt wurde. Fall 20 betrifft einen 
einzelnen Fall mit Réntgenbestrahlung, der sich, was ich jetzt schon voraus- 
schicken méchte, genau so verhielt wie die ersten Fille mit Quarzlicht- 
bestrahlung. Die Fille 21 bis 27 wurden intensiver bestrahit. 5 Minuten 
Janzbestrahlung mit Jesioneklampe. Weitere Fille, 28 bis 51, stammen 
aus der Kinderklinik und betreffen meist Fille mit Rachitis oder Tetanie. 
Auch sie sollen in erster Linie den EinfluB einer einzelnen Bestrahlung 
illustrieren. Die schon erwahnten Literaturangaben beziehen sich meist 
auf Werte, die nach einer liingeren Bestrahlungskur erhoben worden waren. 


a) Anderungen des Serum-Ca-Gehaltes. 

Unter dem Einflu8 einer einmaligen leichten Bestrahlung erwies 
sich die Serum-Ca-Zahl als eine recht konstante GréBe. In den meisten 
Fallen bewegten sich die verzeichneten Anderungen in engen Grenzen 
und iiberstiegen nur selten die mittleren Fehlerwerte der Methode. 
Allein in einigen Fallen erhielten wir, besonders in der 24 Stunden 
nach der Bestrahlung gewonnenen Probe, eine stirkere Abnahme 
(vgl. z. B. Versuche 2, 6, 11, 15 usw.). Auch bei den Kindern mit 
Rachitis oder Tetanie lieB sich ein unmittelbarer EinfluB der ersten 
Bestrahlung innerhalb der folgenden 24 Stunden kaum nachweisen. 
Die Werte blieben meist véllig unveraindert oder bewegten sich wiederum 
in duBerst engen Grenzen, die Fehlerwerte jedenfalls nicht tibersteigend. 
Ziehen wir nun die Mittelwerte fiir Ca von den ersten 20 Fillen, bei 
denen wir eine den Ca-Stoffwechsel betreffende Stérung, im Gegensatz 
zu den unterslichten Kindern, ausschlieBen kénnen, so erhalten wir: 


Ca-Mittelwert 


vor der Bestrahlung . . . i ee + 55) 
1 Stunde nach der Bestrahlung. eS ee 
24 Stunden ,, o * Sk eet, 


Bei den stirker bestrahlten Fallen der Versuche 21 bis 27 betragen 
die gleichen Werte: 
Ca-Mittelwert 


vor der Bestrahlung . . ate are sae <a vat, 
1 Stunde nach der Bestrahlung eh oe 
24 Stunden ,, am a << e a s a oe ee 


Mit einer gewissen Reserve wiirden wir also schlieBen kénnen, 
daB eine einmalige leichte Bestrahlung zu einer ganz geringen Senkung 
des Serumkalkspiegels fiihrt, wihrend eine stirkere Bestrahlung diesen 
unverindert laBt. Die Ca-Zahlen unserer Versuchspersonen bewegen 
sich zwischen 9,5 bis 11,0 mg-Proz. Sie dirften mithin auf Grund der 
bekannten Literaturangaben als normale Werte gelten, wofiir auch 
der berechnete Mittelwert von 10,1 bzw. 10,2 spricht. 

Bei den Fillen 21 und 22 haben wir 48 Stunden nach der ersten 
Bestrahlung eine zweite Bestrahlung folgen lassen. In diesen Fallen 
nahm dann der Ca-Gehalt, wenn auch in engen Grenzen, aber deutlich zu. 





| 
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Vor kurzem haben Rothman und Callenberg tiber Anderungen des 
Serumkalkspiegels unter dem EinfluB von Lichtbadern berichtet. Sie 
fanden stets, auch nach einer kurzen einmaligen Bestrahlung, eine 
deutliche Zunahme der nach der de Waardschen Methode gefundenen 
Ca-Werte. Die Erhéhung war meist recht betrichtlich, und der Kalk- 
spiegel stellte sich auf Héhen ein, die wir (iibrigens auch Kramer) 
weder unter pathologischen, noch unter normalen Verhiltnissen beob- 
achten konnten. Unsere nach einer einmaligen Bestrahlung erhaltenen 
Befunde stehen jedenfalls im Gegensatz zu den Angaben von Rothmann 
und Callenberg. Wir wiederholen, daB wir bei dieser Versuchsanordnung 
eine betriichtliche Anderung in den Kalkwerten nicht beobachten 
konnten. Ob dagegen eine wiederholte Bestrahlung bei normalen 
Individuen mit normalem Kalkspiegel diesen zu erhéhen vermag, wie 
das ebenfalls bei Rothmann und Callenberg behauptet wird, vermégen 
wir mangels experimentellen Materials nicht zu beantworten. 

Nach O.Gans kommt es nach einer einmaligen, leichtes Erythem 
erzeugenden Bestrahlung zu charakteristischen Verschiebungen in der 
Verteilung des nach Mac Collum dargestellten Kalkes in den bestrahliten 
Partien der Haut. Der Serumkalkgehalt braucht durch diesen lokalen 
ProzeB nicht beeinfluBt zu werden. 


b) Anderungen des Serum-K-Gehaltes. 

Eine ganze Reihe von Autoren (Opitz, Rothmann u. a.) neigt zu der 
Annahme, daB8 durch die ultravioletten Strahlen, wie auch durch die Réntgen- 
strahlen eine vagotonische Umstimmung des Stoffwechsels erfolgt. Anderer- 
seits wird in der neueren Zeit, so besonders von S. G. Zondek das Kalium 
als das Vagushormon bezeichnet. Wir wissen auch, daB gewisse vagotonische, 
oder iiberhaupt autonome Gifte den Serumkaliumspiegel zu beeinflussen 
vermégen (Dresel-Katz). 

Auf Grund solcher Uberlegungen untersuchten wir in einigen 
Fallen die Anderung der Serumkaliumwerte unter dem Einflu8 einer 
einmaligen Bestrahlung. 

Die bei dem Ca nur in geringem Grade hervorgetretene Abnahme 
lieB sich fiir das Serum K viel deutlicher nachweisen. Die entsprechen- 
den Mittelwerte lauten: 


Kaliummittelwerte 


vor der Bestrahlung . . . erercee. if sy 
1 Stunde nach der Bestrahlung ass ae ° 
24 Stunden ,, on ae is & «3 eee na 


Bei stirkerer Bestrahlung (21 bis 27) war die Abnahme nur in 
der nach der ersten Stunde entnommenen Probe nachweisbar. 


Kaliummittelwerte 
vor der Bestrahlung . . . - « « « 19,7 mg-Proz. 
1 Stunde nach intensiver Bestrahlung . . 18,4 o9 
24 Stunden ,, a a ss FOS ” 
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Wiederum bewegen sich die Normalwerte in den von Wilkins 
und Kramer neuerdings festgestellten Normalgrenzen, andererseits 
decken sie sich mit den schon friiher von Gyérgy und Vollmer erhaltenen 
Werten. 

Vergleichen wir die Ca- und K-Mittelwerte miteinander, so ergibt 
sich ein augenfilliger Parallelismus in den Bewegungen dieser zwei 
Serumkomponenten: eine einmalige Bestrahlung bedingt bei beiden, 
besonders aber beim K eine leichte, aber deutliche Erniedrigung. Ob 
dieser Parallelismus, wie das Dresel vermutet, ein kompensatorischer 
Vorgang, durch den sympathische und parasympathische Erregungen 
sich zum Teil ausgleichen, ist, bleibt eine theoretische Frage, auf die 
wir in diesem Zusammenhang nicht eingehen méchten. Die parallele 
Bewegung in den K- und Ca-Werten laBt weiterhin an den Pseudo- 
antagonismus Spiros und an die Transmineralisation Markwalders 
denken. 

c) Anderungen des Serum-Cl-Gehaltes. 

Durch die Bestimmung des Serum-Cl-Gehaltes haben wir haupt- 
sichlich auf die intermediire Wasserbewegung Schliisse zu ziehen 
versucht. Schon nach AbschluB unserer Versuchsreihen wies Loewe 
darauf hin, daB Anderungen des Reststickstoffgehaltes nach Bestrahlung 
meist nur durch Verdiinnung oder Eindickung des Blutes vorgetiuscht 
werden. Aus einem ahnlichen Gedankengang haben auch wir in einigen 
Fallen den Serum-Cl-Gehalt bestimmt. Der Cl-Spiegel erwies sich 
nach schwicherer Bestrahlung als eine absolut konstante GréBe, der 
leichten Zunahme nach starkerer Bestrahlung méchten wir keine Be- 
deutung beimessen. 


Mittelwert 
vor der Bestrahlung . . . . . » « 598 mg-Proz. NaCl 
1 Stunde nach der Bestrahlung ede, - % 
24 Stunden ,, ie - . 4) oe ha " a 
Mittelwerte 
vor der starken Bestrahlung . . . 605 mg-Proz. NaC! 
1 Stunde nach der starken Bestrahlung . 612 o o» 
24 Stunden ,, o o o» . 618 ” ” 


Die Werte bewegen sich in den bekannten normalen Grenzen. 


d) Anderungen des anorganischen Serum-P-Gehaltes. 

Ein besonderes Augenmerk haben wir in unseren Versuchen aus 
dem eingangs erwihnten Grunde dem anorganischen Serum-P zuge- 
wendet. Unter dem EinfluB einer einmaligen Bestrahlung haben wir 
aber weder bei den von uns untersuchten Erwachsenen, noch bei unseren 
Rachitikern und Tetanikern eine augenfallige Anderung wahrnehmen 
kénnen. Auch wenn wir die Mittelwerte von unseren Versuchen zichen, 
bleibt die Tatsache bestehen, daB® eine einmalige schwiichere wie auch 
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starkere Bestrahlung den Serum-P-Gehalt unveriandert laBt bzw. nw 
uncharakteristische Anderungen hervorruft. 

In den Versuchen 1 bis 20 betragen die Mittelwerte fiir den an- 
organischen Serumphosphor : 


vor der Bestrahlung . . . + pr ecw «et eee. 
1 Stunde nach der Be sstrahlung errs. a 
24 Stunden ,, - 9» Tiare |, cs 

In den Versuchen 21 bis 27 sind die gleichen Mittelwerte 
vor der Bestrahlung . . . cc ee « 6 ees. 
1 Stunde nach der Bestrahiung . ee ae pe 
24 Stunden ,, o» - 6 tet se ég 


e) Anderungen des Gesamt-P- und des Lipoid-P-Gehaltes. 


Bekanntlich befindet sich neben den anorganischen Phosphaten 
der gréBte Teil des Serum-P in organischer Bindung. Nach Feigl, 
Greenwald u. a. unterscheidet man demgem&B zwei groBe Gruppen: 

1. mit Eiwei®fallungsmitteln, z. B. Trichloressigsiure fallbare, 

phosphorhaltige Verbindungen ; 

2. solche, die bei der Fallung in das Filtrat tibergehen. 

In die Gruppe 2 gehéren die anorganischen Phosphate und der 
sogenannte Restphosphor (Feigl). Der letztere ist unter normalen 
Verhaltnissen neben dem anorganischen Phosphor in nur so geringer 
Menge vorhanden, daB wir ihn vernachlissigen kénnen. Die beiden 
Komponenten der zweiten Gruppe werden unter der Bezeichnung 
, siiureléslicher Phosphor“ zusammengefaBt. Die erste Gruppe: der 
z. B. mit Trichloressigsiiure fallbare Phosphor, besteht vornehmlich 
aus in Alkohol-Ather léslichen organischen Phosphorverbindungen. 
Der Rest wird durch den sogenannten Proteidphosphor dargestellt 
und kommt nur in verhiltnismaBig sehr geringen Mengen vor. Das 
Hauptkontingent der ersten Gruppe wird mithin von den in fettléslichen 
Mitteln gelésten Phosphorverbindungen gestellt. Sie werden nach dem 
Vorschlage von Bloor als ,,Lecithin-P** bezeichnet, in der Annahme, 
daB der so nachgewiesene Phosphor in erster Linie tatsichlich aus 
dem Serumlecithin herstammt. 

Nach den Forschungsergebnissen von Bloor und Feigl ist anzunehmen, 
daB zwischen dem Lecithin-P und dem anorganischen P gewisse Beziehungen 
bestehen. Feigl faBt diese Beziehungen in schematischer Form in der Weise 
zusammen, da8 zwischen den erwihnten beiden Komponenten ein um- 
gekehrtes Verhiltnis besteht. In Zusammenhang mit der Rachitis- und 
Tetanielehre weist in der letzten Zeit Noel- Paton auf die gleichen Beziehungen 
der erwihnten Komponenten hin. So hebt er u. a. hervor, daB der Phosphor 
im Hiihnerei hauptsichlich in der organischen Form des Lecithins vorkommt 
und der anorganische Phosphor des Hiihnerskeletts durch Abspaltung 
aus diesem Lecithin-P gebildet wird. 








u 
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Bei der experimentellen Rachitis der Hunde fand Sharpe, ein Mit 
arbeiter Noel Patons, deutlich herabgesetzte Lecithin-P-Zahlen sowohl 
im Blut, als auch in den inneren Organen, so besonders in der Leber. Auch 
der Lipoidcharakter des, wenn auch noch unbekannten Rachitisschutz- 
stoffes im Lebertran diirfte in diesem Zusammenhang Erwahnung verdienen. 

Da wir in den ersten orientierenden Versuchen unter dem Einflu8 
einer einzigen Bestrahlung keine Anderung im anorganischen Serum-P- 
Gehalt nachweisen konnten, lag es nahe, auch die Lipoid-P-Komponente 
des Serums in den Kreis unserer Untersuchungen einzubeziehen. Dies 
erfolgte auf zweierlei Weise. Der Gesamt-P-Gehalt des Serums ergibt 
nach Abzug des anorganischen P in der Hauptsache (mit der geringen 
Korrektur des Rest- und Proteid-P) den gesuchten Lipoid-P. Dieser 
laBt sich aber auch direkt bestimmen, indem man das Serum nach 
dem Vorschlage von Bloor in einer Alkohol-Athermischung extrahiert 
und das Filtrat nach Veraschung auf P analysiert. 

In der iiberwiegenden Mehrzahl unserer Versuche bestimmten wir 
sowohl den Gesamt-P, wie auch den nach Bloor ermittelten Lipoid-P. 
Durch den Vergleich mit der schon vorher festgestellten anorganischen 
P-Zahl war dadurch eine gewisse Kontrolle erméglicht. Nach erfolgter 
Veraschung nach Bloor bedienten wir uns zur Analyse der Bell-Doisy- 
schen Methode. 

Fassen wir unsere Versuchsergebnisse, wie sie in den beigefiigten 
Tabellen enthalten sind, zusammen, so ergibt sich fast gesetzmabig 
eine deutliche, oft sogar sehr starke Erhéhung des Lipoid-P, wie auch, 
parallel] damit, des Gesamtphosphors, schon nach einer einzigen Be- 
strahlung. Die Zunahme ist oft schon eine Stunde nach erfolgter Be- 
strahlung recht erheblich, gehért also anscheinend zu den ersten Ver- 
anderungen des intermediiren Chemismus unter dem Einflu8 der auf 
die Haut einwirkenden ultravioletten Strahien. Das Emporschnellen 
der Lecithin-P-Zahlen ist besonders in die Augen springend bei ur- 
springlich erniedrigtem Serum-Lecithinspiegel. Bei hohem Lipoid-P- 
Gehalt findet in einzelnen Fillen sogar eine paradoxe Umkehrung, 
eine Erniedrigung statt. Allerdings nur in Ausnahmefillen. Das gleiche 
abweichende Resultat stellt sich auch manchmal nach intensiver Be- 
strahlung ein (vgl. Versuche 21 bis 27). Am besten laBt sich dieses 
Verhalten der Lipoid-P-Werte durch den Vergleich der aus den einzelnen 
Versuchen gezogenen Mittelwerte illustrieren : 

Gesamt-P-Mittelwerte 


vor der Bestrahlung .. . . . + 11,9 mg-Proz. 

1 Stunde nach leichter Bestrahlung ils | ~ 

24 Stunden ,, - ms oe 2 RR 
Lipoid-P-Mittelwerte 

vor der Bestrahlung . . inca) 48 “ 

1 Stunde nach leichter Bestrahlung Pi, es od 

24 Stunden ,, ” * swe ’ 
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Gesamt-P-Mittelwerte 


vor starker Bestrahlung ........ 10,8 mg-Proz. 

1 Stunde nach starker Bestrahlung .. . 10,3 - 

24 Stunden ,, -" js : « Wye ce 
Lipoid-P-Mittelwerte 

vor starker Bestrahlung ........ 6,6 mg-Proz. 

1 Stunde nach starker Bestrahlung ... 6,3 ™ 

24 Stunden ,, i i Se + ait 


Auch bei den untersuchten Kindern lieBen sich die gleichen Er- 
gebnisse feststellen. Nicht nur nach einer einzigen Bestrahlung, sondern 
auch nach Ablauf einer langeren Bestrahlungskur erhéhte sich bei 
Rachitis und Tetanie der Lipoid-P-Gehalt des Serums in meist tiberaus 
starkem MaBe. Der Unterschied betraf meistens 1 bis 2 mg-Proz. 
Das gleiche Resultat erhielten neuerdings auch Scheer und Salomon 
(fir den séurefaillbaren Phosphor). 

Das Hauptgewicht bei unserer Feststellung méchten wir auf die 
Tatsache legen, daf schon unter dem EinfluB einer einmaligen Bestrahlung 
deutliche Verschiebungen, meistens im Sinne einer Vermehrung im Gehali 
des Serum-Lipoid-P eintreten. 

Gewisse Befunde aus der Literatur diirfen als Bestatigung unserer 
Versuchsergebnisse Erwaihnung finden. So ist es bekannt'), daB Réntgen- 
bestrahlungen zur Anderung der Gerinnungsfahigkeit des Blutes fihren. 
Andererseits wissen wir aus der neueren Literatur, daB dem Lecithin 
und dem Cephalin als thromboplastischen Substanzen eine besondere 
Bedeutung zukommt (Levene, Zunz). Mit Hilfe einer physikalischen 
Methode wies nun Szenes tatsichlich nach, daB Roéntgenbestrahlungen 
der Milz zu starken Verinderungen im Lipoidgehalt des Serums fiihren. 
Den direkten chemischen Nachweis der Erhéhung der Lecithin-P- 
Komponente haben erst unsere Versuche geliefert. 


t) Anderungen des Cholesteringehaltes. 

In der Physiologie der Lipoidstoffe wird bekanntlich der Quotient 
Cholesterin ; "otal: 3 
Lecithin” als eine besonders wichtige GréBe betrachtet. Die Konstanz 
dieses Quotienten wird unter normalen Verhiltnissen streng gewahrt 
(Bloor, Feigl). In der Frage der Zellpermeabilitat stellt dieser Quotient 
eine oft ausschlaggebende FunktionsgréBe dar (vgl. besonders die 
neueren Untersuchungen iiber die Blutkérperchenresistenz von 
Brinkmann). Erfolgt unter der Einwirkung von ultravioletten Strahlen 
eine Erhéhung des Lecithinspiegels, so lautet die Frage, ob vielleicht 
auch der Cholesteringehalt parallele Verainderungen aufweist. Die 
Versuchsresultate, die wir ebenfalls in die beigefiigten Tabellen auf- 
genommen haben, ergaben eine Bejahung der aufgestellten Frage. 





1) Siehe Literatur bei Szenes. 
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Cholesterinmittelwert 


vor der Bestrahlung . . . 177 mg-Proz. 

1 Stunde nach einer leichten ‘Be strahlung . 203 

24 Stunden ,, - as ie ~ 
Cholesterinmittelwert 

vor der Bestrahlung .. . . . « 180 mg-Proz. 

1 Stunde nach starker Be strahlung oc e ae 

24 Stunden ,, eo °° at. 


Sowohl nach einer leichten, wie auch intensiven Bestrahlung erfolgte 
mithin eine deutliche Zunahme des Cholesterinspiegels. Die Bestimmung 
erfolgte nach der Bloorschen Methode. Die Werte umfassen mithin 
sowohl die freie Cholesterinkomponente, als auch den Cholesterinester. 

Die gleichen Verhiltnisse boten uns die weiteren Untersuchungen 
an Kindern. Auch hier lieB sich in der tiberwiegenden Mehrzahl der 
Fille eine Zunahme des Cholesteringehaltes nachweisen. Im Laufe 
einer langeren Bestrahlungskur (bei Rachitis und Tetanie) zog der 
Cholesterinwert ebenfalls meist deutlich an, zeigte aber starkere Schwan- 
kungen als der Lipoidgehalt. In Analogie zu dem Verhalten des Lecithin- 
phosphors fanden wir in einigen Fallen nach intensiver Bestrahlung 
oder aber bei hohen Anfangswerten ein Absinken des Cholesterin- 
spiegels (vgl. Versuche 17, 37). 


Der augenfalligste Befund unserer Versuche besteht in der Anderung 
des Serumlipoidgehaltes unter dem EinfluB von ultravioletten Strahlen. 
Die Anderung betrifft sowohl den ,.Lecithin-P** wie auch das Cholesterin 
und dupert sich meistens in einer Zunahme dieser Stoffe. 

Erst vor kurzem wiesen Gabbe und von ihm unabhiingig de Crinis 
eine ahnliche Zunahme des Serumcholesterins nach parenteraler Eiweib- 
zufuhr, d.h. bei der sogenannten Reizkérpertherapie, nach. Unter dem 
EinfluB hoher Dosen, besonders beim Auftreten von hohem Fieber, 
stellten die erwaihnten Autoren eine Umkehr, also eine Abnahme des 
Cholesterinspiegels fest. Der Parallelismus zwischen diesen Befunden 
und den von uns mitgeteilten Untersuchungen ist um so weniger zu 
tibersehen, als in der neueren Zeit auch die Strahlentherapie ent- 
sprechend der Proteinkérpertherapie als ,,Protoplasmaaktivierung™ 
aufgefaBt wird. Die Analogie lieBe sich noch weiter verfolgen: sowohl 
unter dem EinfluB parenteraler Proteinzufuhr wie auch unter dem 
der ultravioletten Strahlen weist die Siureausscheidung im Urin gleich- 
sinnige Veranderungen auf. 

Auch in einer anderen Beziehung dirfte die von uns angestellte 
Analogie von besonderem Interesse sein. Nach Dresel und Freund 
nimmt der Anthracocidingehalt im Serum von Kaninchen sowohl 
nach parenteraler EiweiBzufuhr, wie auch nach leichter. Bestrahlung 
deutlich zu, wihrend starke Bestrahlung eine beschleunigte Abnahme 
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bedingt. Die Darstellung der Anthracocidine erfolgte in Form eine: 
Alkoholextraktes, was auch die Vermutung nahe legt, daB es sich in 
diesem Falle zum mindesten um lipoidihnliche Stoffe handelt. Freund 
wies schon friher darauf hin, daB die bei Gerinnung frei werdende: 
giftigen Stoffe aus den Blutplittchen entstehen, und er méchte dic 
Anthracocidine wie auch ihre Anderung unter dem Einflu8 der paren- 
teralen EiweiBzufuhr und der Bestrahlung mit den gleichen Plattchen- 
stoffen in Beziehung bringen. Auf Grund unserer eigenen Versuchs- 
ergebnisse méchten wir diese Stoffe mit den Lipoidkomponenten des 
Serums wenn auch nicht identifizieren, aber doch in einen kausalen 
Zusammenhang bringen. Das um so mehr, als in der neueren Zeit 
Jung und Wolff nachweisen konnten, daB bei der Gerinnung der Lipoid- 
gehalt des Serums wahrscheinlich durch Untergang von Plittchen in 
analytisch nachweisbarer Menge zunimmt. 

Auf unsere Frage, ob die nachgewiesenen Anderungen im Lipoid- 
gehalt unter dem EinfluB der Héhensonne mit der Zunahme des an- 
organischen Serumphosphors bei der Heilung der Rachitis zusammen- 
hangen, vermégen unsere Versuche keine definitive Antwort zu erteilen. 
Hier werden voraussichtlich erst Gewebsanalysen weiterfiihren kénnen. 

Es ware verlockend, die Beeinflussung des intermediaren Lipoid- 
stoffwechsels nach Bestrahlung mit der Lebertranmedikation zu ver- 
kniipfen. Es kénnte die Vermutung ausgesprochen werden, da8 unter 
dem Einflu8 der ultravioletten Strahlen in der nachgewiesenen Zu- 
nahme der Lipoidfraktionen auch der besondere, unbekannte Rachitis- 
schutzstoff mit inbegriffen ist. So betont neuerdings auch Beumer, 
da8 der tierische Organismus befahigt ist, Cholesterin und unter ge- 
wissen Kautelen vielleicht auch das ,,unverseifbare’ antirachitische 
Prinzip des Lebertrans aufzubauen. Eine eindeutige experimentelle 
Stiitze fir diese Vermutung liefern unsere Versuche nicht, womit wir 
aber nicht leugnen méchten, daB vielleicht auf diesem Wege tatsachlich 
eine gewisse Beziehung zwischen der Lebertran- und Héhensonnen- 
therapie der Rachitis herzustellen wire. 

Zum SchluB bleibt noch die Frage zu beantworten, wieso und aus 
welchem Organ die Zunahme der Lipoidfraktionen im Serum erfolgt ‘ 
Die einfachste Erklarung, die diese Zunahme aus den durch die ultra- 
violetten Strahlen zerstérten Zellen ableiten méchte, wird der Tatsache 
nicht gerecht, daB besonders starke Bestrahlung, die den Untergang 
der Zellen sinngem&8 verstarken miBte, zu einer Abnahme der Lipoide 
fihrt. Aus dem gleichen Grunde lehnte auch schon Gabbe betreffs 
der Proteinkérpertherapie diese Erklirung ab und verlegt die Ursprungs- 
statte der Lipoide in die inneren Organe, hauptsichlich in die Leber. 
In diesem Falle muB ein reflektorischer Vorgang angenommen werden, 
den man auf zweierlei Weise ableiten kann. 


a ~*~ ee bes 
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1. Die ultravioletten Strahlen (bei Gabbe die Proteinkérper) ver- 
ursachen eine lokale Bildung von gewissen Stoffen, die durch den 
Kreislauf zu den inneren Organen gelangen, die als Bildungsstatten 
fiir die Lipoide in Frage kommen. 

2.- Es erfolgt eine Stérung im Gleichgewicht des autonomen Nerven- 
systems. Ein direkter nervéser Reflex leitet dann von der Haut aus 
die Bildung der Lipoide in der Leber oder sonstwo ein. Die experimentelle 
Bearbeitung dieser Uberlegung fihrte uns zu der Fragestellung, ob 
durch die Hormone des vegetativen Nervensystems eine direkte Beein- 
flussung des lipoiden Stoffwechsels und des Serumlipoidgehaltes nach- 
weisbar sei. Wir wihlten zu unseren Versuchen das Adrenalin und wollen 
iiber die Versuchsergebnisse im Anhang zu dieser Arbeit berichten’). 


Anhang. 


Unter dem Einflu8 einer einmaligen subkutanen Adrenalingabe 
lieB sich eine deutliche Beeinflussung der Blutlipoidwerte nachweisen. 
Wir gingen in der Weise vor, daB wir eine entsprechende Analyse 
des Blutserums vor der Adrenalineinspritzung, dann eine zweite 30 
bis 45 Minuten nach erfolgter Injektion und in manchen Fillen eine 
dritte Analyse 24 Stunden spiater ausfihrten. Von einer gréBeren 
Anzahl geben wir zuerst die zwei folgenden Versuche wieder: 


Versuch 1. M.B. 13 Monate alt, gesund, vor Adrenalin: 


anorganischer Phosphor ...... . . 5,6 mg-Proz. 
Ce Sw sts we ew et tes OR ‘a 
Pe ee - 
Ie ae ee ee ee od 
45 Minuten nach 0,3 Adrenalin, subkutan: 
anorganischer Phosphor. . ..... . . 5,2 mg-Proz. 
Ee ere ee m2 
eS Se a ee ee ee ee ee - 
Cr ha 6 oh tk a ke LO “a 
24 Stunden spiater: 
anorganischer Phosphor ..... .. .- 5,6 mg-Proz. 
Pee ae ae ee ee ee ee | os 
a ee ee ee ee i 
I EE ee ee eee = 
Versuch 2. R.K. 8 Monate alt, gesund, vor Adrenalin: 
anorganischer Phosphor ...... . . 5,6 mg-Proz. 
I sn +e ow 6 oe ss, ee ” 
Oe eee ee * 


Dr. Si. ke se a ee et “ 


1) Nach Abschlu8 unserer Arbeit nahmen wir Kenntnis von der kurzen 
Mitteilung Alperns, der bei Tauben und Meerschweinchen den Einflu8 von 
ultravioletten Strahlen auf den Fettgehalt untersuchte. Das Verhalten 
der Fettfraktionen war nur wenig ausgepragt, besonders blieb der Cholesterin- 
gehalt nicht deutlich beeinfluBt. 
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45 Minuten nach 0,2 Adrenalin, subkutan: 


anorganischer - aaa te ae «> Sees. 
Gesamtphosphor . . . arr ee | - 
oo a a ed 
RRS Seis a ace & Se Ot 2 SR om 
24 Stunden spiter: 

anorganischer Phosphor ..... .. . 5,8mg-Proz. 
EET ae ae ee eee " 
I, «s+ 0:2) = « © oi Se re 
Cholesterin. . . . . ee a ee = 


Weitere Versuche sind in der ‘Tabelle VI enthalten. Auch sie 
ergaben eine konstante Abnahme des anorganischen P, wie auch eine 
sehr haufig, wenn auch nicht gesetzmaBig nachgewiesene Erniedrigung 
des Lipoid-P und des Cholesterins. 

Eine unseren Befunden konforme Abnahme der Serum-, Fett- und 
Lipoidfraktionen haben neuerdings auch Alpern und Collazo beim 
Hunde nachgewiesen. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht jedenfalls klar hervor, da8 
das Adrenalin den Serumlipoidgehalt zu erniedrigen vermag. Unter 
den zahlreichen Verinderungen, die das Adrenalin im intermediaren 
Stoffwechsel hervorruft, diirfte auch dem erwahnten Befunde ein 
besonderes Augenmerk zugewendet werden. Fassen wir das Adrenalin 
als das Hormon der Nebenniere und somit auch als das des sympa- 
thischen Nervensystems auf, so kénnen wir die von uns anfangs gestellte 
Frage bejahend beantworten: die nach Héhensonnenbestrahlung oder 
nach parenteraler Proteinkérperzufuhr nachgewiesene Anderung im 
Gehalt der Blutlipoidfraktionen lieBe sich durch Mitwirkung des 
autonomen Nervensystems erklaren. 


Zusammenfassung. 

1. Eine wohlcharakterisierte Beeinflussung des Saure-Basen- 
gleichgewichtes nach einer einmaligen Bestrahlung lieB sich aus dem 
Vergleich der vor und spiitestens eine Stunde nach der Bestrahlung 
gewonnenen Urinportionen nicht erschlieBen. 

2. Eine einmalige Bestrahlung laBt den Serumkalkspiegel in ge- 
wissen Grenzen unbeeinfluBt. Man kénnte im AnschluB an eine leichte 
Bestrahlung von einer Tendenz zu einer maBigen, die Fehlerquelle 
der Methodik kaum itibersteigenden Abnahme sprechen. Starkere und 
wiederholte Bestrahlungen lassen eher eine geringe Zunahme der Serum- 
kalkwerte erkennen. Auch bei der tetanischen Hypocalcimie bleibt 
der Kalkwert nach der ersten Bestrahlung unverandert und steigt erst 
langsam im Laufe des spiteren Bestrahlungen an. 

3. Auch der Serumkaliumspiegel weist unter dem‘ Einflu® der 
kiinstlichen Héhensonne nur geringe Veranderungen auf. — Leichte 
Bestrahlungen lieBen eine geringe Abnahme deutlich erkennen. 
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Versuch Nr. 


2 


4 


-1 


Zeitpunkt 
der 
Unter. 
suchung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrablung 
24 Std. n. der 
Bestrablung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrabluny 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrablung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n.der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrablung 
24 Std. n. der 
Bestrahlung 


vor der 
Bestrahlung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 
24 Std. n. der 
Bestrahluny 


vor der 
Bestrahiung 
1 Std. n. der 
Bestrahlung 


Dauer 
der Be. 
strahlung 


5 Min. 
nur Arm 


10 Min. 
nur Arm 


5 Min. 

Riicken 
5 Min. 
Brust 


5 Min. 

Riicken 
5 Min. 
Brust 


5 Min. 

Riicken 
5 Min. 
Brust 


5 Min. 
Ricken 
5 Min. 

Brust 


5 Min. 

Ricken 
5 Min. 
Brust 


5 Min. 

Rucken 

5 Min. 
Brust 


5 Min. 
Ricken 
5 Min. 

Brust 


5 Min. 
Ricken 
5 Min. 
rust 


Serumbestandteile mg-Proz. 


Ca 


| 10,2 


10,4 
9,6 


10,2 
10,2 
8,6 


11,0 
10,6 
10,8 
9,6 
9.6 


10,4 
10,0 
9,1 


10,0 23,6 585.4,0 10,5 5,5 160 
9,7 19,5 585 4,2 15,5 10,5 200 
8,8 20,3 585 4,1 16,0'10,0 170 


kK 


NaCl 
Anorg. Phosphor 


Gesamtphosphor 


655 3,6 11,5 
655 3,6 18,5 
635 4,413.5) 


6115,0 — 
61146 — 
6104.4 — 


6045.0 — | 
6044.6 — 
61440 — 


610 3.0 14,0) 
585 3,6 16,0) 


579 4,0 11,5, 


573 5,0 19,0) 
590 4.0 14,5) 


9.7 17.6 — 4.4100 
9,6 184 — 42110 
10.2204 — 43144 


95 
9.6 
11,0 
11,0 
10,0 
9,6 


560/3,4 11,2 
579 3.4 13,7 
573)3,2 16,0 
573 4,0 14,7 


585 3,8 17,1 
5854.8 15,2 


10,2203 — 4212.5 
10,2, 20,0 — 4,6 11,5 


Lipoidpbosphor 


4.0170 
5,0 200 
9,0 165 


8.5210 
8,0/210 


Cholesterin 


Urinanalyse 


- 100 


Pu 


N 


(A + NH) 


5,6 103 


5,35 11,2 
5,9 10,4 


5,85 11,4 
5,7 11,9 
68 7,1 


5,1 12,6 


NHyQ 


=i 
to 


a 
wo & 


5, 


8,5 


5,1 16,3 10,4 


5,1 (11,2 
5.8 13,4 
5.6 112 
5,6 11,7 


78 
8 


st 
o - 


~I 
~1 
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Tabelle II. 
Serumbestandteile mg-Proz. Urinanalyse 
eS a ae aes = 
- Name, Alter, a Dauer € € } £ ce BA 
3 _vorliegende uv - der Bee tba lsai 8 z 2 = < 
£ Krankheit — strahlung “4 K | & & 2 Ss Pu? _~ = 
S suchung Zi x E = 3 Ziz 
2\6/3| | Is 
P. E. 423 J., v 5 Min. 
od he 4 aonine Rucken 10.0 — 58546135 — —'71 5143 
Std. n. der Min. 
Restrablung Brust’ 10,4 — 60040145 — — 59 94 6,1 
Toanine 8,8 — 57550125 — — 73 3643 
', Sch. A. 5 Min. . > 
os i Bestrahlung Rucken 9.4 — 5733,8105,— — 63 68 60 
1 Std. n. in. 
Bestrahiune | Brest 10,0 — 5824,213.0 — — 54 9,05,7 
Std. n. 
Deothiong 92 — 57340110. — — 63 685.2 
J. Sch. 416 J., d 5 Min. ” 
aad eA Restrahlung Ricken 10,4, — '5734,4/13,5, — — 59 7,5 44 
eu Bestahiure | Brose /10,2, — '57315,015,5, —  — 5,2 98 60 
Std. n. 
ey 10,2, — |573/5,417,5) — | — 5,0 12,8 7,1 
N.M. 9, 5 Mi 
Os Restrahlung | Ricken 10,4245 — 2,012.0 95200 56 85 60 
1 Std. n. in. [02 
Bestabluse | Brat | 94215 — 26160125210 58 7,6 6,1 
24 Std. n. der 
Destsehiong 9,218,5 — 26135100190) — — 
15 Mts” | pestrablung | Ricken 10,8 23,6 — /4,411,5| 6,0,155/ 7,0 5,4 5,3 
18 . 5 Min. vs eo 
Bestrablusg | Bro | 11,2222 — 4,4115,5, 8,5255| 6,75 6,7 5,5 
248 . > 
cmeeies 8,7 18,6 — 3.810,5| 5,0200 69 4,6 26 
G.M. 2654]. d 5 Min. 
16) @ haem Bestrablung | Ricken 9.5 19,9 — 3.0130 7,019 — — 
Bestrablung Brust 9,016.5 — 3,416,010.0199 — — 
24 Std. n. | 
ey 10,4 18,5 — 3,411,5| 68220 — — - 
7 a a d 5 Min. 22 a 
17 FE Trt | pestrabiung | Ricken | 9,6 19,1 —|3,8/14,5| 8,5/210| 6,0 | 7,6 4,7 
1 Std. n. in. 
Boscahlong Brin’ 10,2 18,7/ — 4,8/15,0) 5,7/220/5,8 | 68 4,0 
| 24 Std. n. der | 
| Bestrahlung 8,8 16,0; — 3,9:10,0 55150 — — — 
| B. Sch. 230 J., de 5 Min. 
1S “Dityrass vers, Bestrahlung Ruchen 9,8 21,2 644 1,8 10,2 75152 74 40 40 
Bestrablung | Brust’ 9,8:19,56503,4 11,0, 6,5:185 665 7,5 4.8 
24 Std. n. d | 
Bestrahlung 9,4 19,6 638 3,4.12,5 8,7)170 —  — — 
WW. 443). der 5 Min. R 
19) "etek. Restrdhung | Ricken 96 184 — 1,7 10,0 7.2125 58 6,3 3,1 
Baws Restrahiung | Brust. | 9817,8|—/1,712,5 88/152) 5,7 12,5 5,6 
24 Std. n. 
Beserabbong 9,6 18,5 — 2.2120 86170 5,1 |12,4 8,7 
90) J. W. 4435, | der | Réntg. . 
201 7: Pe catis Bestrablung best, 10,6 22,3 — 3,2 90 50,195 6,25, 7,0 3.9 
fs "20 | 
gp Hestrahlung mm 9,8:21,5 — 4,6:10,5, 5,0/220 5,85'13,4 6,2 
24 Std. n. de: | 
Bestrablung | 9.2.19,1 — 4,215,5, 9,0/190 645 7,1 4,0 
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Tabelle III. 
Serumbestandteile mgsProz. 
Z Name, Alter 4 = s s 
= cestlagende Zeitpunkt der Dauer der 74 e z 4 . 
. 5 = ~ ry 3s 
2 Krankheit Untersuchung Bestrahlung (Cy, K . a 2 z % 
= 7. 8 E = =) 
° & = = << 
é Hy a ~ 
< 0 ont 
‘ G.W.a2i. ror der 1. Bestrahlg. 
at Gonorrhoe Restrahlung Min 106 186 614 3,0 105 62 150 
1 Std. nach d Ganz: 
|. Bestrahlung bestrahlung | 10,0 19,3 635 3.2 12,0 7,8 173 
24 Std. nach d 
1. Bestrehlung. 9.9 19.9 632 25 11.0 80 160 
48 Std. nach d 2. Bestrah 
| Bestrahlune Min” = «9,819.2 — 23 100 65. 170 
1 Std. sh d G . 
2. Bestesbleng besteshhong 110 215 — |}25 105 69 170 
24 Std. h di 
2. Bestrahlung. 112 236 —/|26 85 53 165 
9 R. 8.24223 J. vor der 1. Bestrahlyg. = a 
33 Gonorrhoe Bestrahlung 5 = 98 17,2 603 2.7 105 7,0 195 
1 Std. nach der Ganz - - - 
1. Bestrahlung _bestrahlung 98 16,7 603.29 90 58 217 
24 Std. hd . 
1. Bestrablung. 10,3. 20,3 620 22 88 5,0 195 
48 Std. nach der 2. Bestrahlg. 
1. Bestrablung 5S Min.” = :10,8 23,5 —|24 95 65 202 
1 Std. nach der Ganz- & , : 
2. Bestrablung bestrahlung 10,8 21,7 — |2,5 8,0 53 230 
24 Std. h di 
2. Bestrahlung. 11,6 226 —|22 100 65 205 
| 
A. Sch. 453 J. vor der | 
ol bay a 5 Min. 10,0 21,5 597 34 9,0 4,5 155 
1 Std.nachder =< ee . | 
Bestrahlun strahlung §=6©90 16.7 597126 90 55 193 
24 Std. nach | 
Bestrahlung 94 21,0 602/22 82 55 175 
HH. B. 2 #44), vor der : 
as Lu. I. Restrahlun . 98/203 — 22 135 86 192 
1 Std. nach er 
Resirablung, estrahlung «= 96 195 — 21 10.0 61 218 
24 Std. nach 
Seotaliene 95 183 — 30 92 60 196 
48 Std. b 
Ruteiiens 10,0 180 — 3.0 100 7.0 180 
J. E. a BJ, vor de = 
3 | * ehoom Bestrahlung = Min’ = 10,8 22.3, — 133 91 7,2 140 
1 Std. nach + 
Restrablung, estrablung 100203 — 34 86 65 248 
24 Std. nach 
Satahiong 98/201 — 4,1 11,2'7,6 196 
K. W. 4265. ror di 
= * 2:8; Bestrablon $Min. == 11,0 19.6 — |30 95 6,2 225 
1 Std. nach de ~ 
Bestrahlung estrablung 11.2 16,5 3.2123) — 245 
24 Std. ‘bh 
Restediiees 100 — 36 94 60 225 
48 Std. nach d 
Sections 10.0 18,7 — |34 98 69 233 
72 Std. nach der * 
Bestrahlung 10.0;182 —|;— 97 — 
=. 40 é. di 
oll bs Restrablung §=§ S Min— 98 19.0 — (5,6 13,0 62 205 
1 Std. nach der Ganz- 
Bestrahlung ettablung 3896 210 — 52 11,5 6,0 200 
24 Std. nach de 
Bocteiens 110 214 — 48 125 74 218 
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Chemismus der Strahlenwirkung. 
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Tabelle VI. 
Vor Adrenalin mg-Proz. 3 Min. nach 0,5 Adrenalin mg-Proz. 
Nr Name ; = 
| — pal Cholesterin a = a. Cholesterin 
Ply aia 6,3 10,] 198 _ 58 154 
7h & ae 5,2 — 115 45 — 99 
3 | J er 5,4 — 148 4,7 —_ | 145 
4;K.U. .. 3,7 48 76 3,4 a: of. 
Drimiawee.« « 4,0 6,75 169 3,6 6.75 159 
6G. Kew. .. 3,2 6.9 181 2,1 55 156 
7| A. Sek... 48 65 162 3,3 6,7 166 
8 J. Ke. .. 4,0 5,4 125 3,3 5,2 113 
jt > =a 44 75 154 3.8 4,3 160 


4. Der Serumchlor- und der Serumphosphat- (anorganischer P) 
Spiegel blieb nach Bestrahlung mit ultravioletten Strahlen unverindert. 

5. Am differentesten verhielten sich nach Lichtbadern die Lipoid- 
fraktionen des Serums. In der iiberwiegenden Mehrzahl der Fille 
lieB sich eine deutliche Vermehrung sowohl des Lipoidphosphors, wie 
auch des Cholesterins nachweisen. Auf gewisse Ausnahmen, insbesondere 
nach starker Bestrahlung, wird hingewiesen. Auch im Laufe einer 
langeren Bestrahlungskur, so auch bei Rachitis, lieB sich die Zunahme 
der Serumlipoide nachweisen. 

6. Auch Adrenalin vermag die Lipoidkomponenten des Serums 


zu_beeinflussen. 
7. Es wird auf die méglichen Beziehungen zwischen Lipoiden und 


autonomem Nervensystem hingewiesen. 


Literatur. 


Alpern, Strahlentherap. 15, 1923. — Alpern-Collazo, Zeitschr. f. ges. 
exper. Med. 85, 1923. — De Crinis, Zeitschr. f. ges. Neurol. 78, 1922. — 
Dresel-Freund, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 91, 1921. — Dresel-Katz, 
Klin. Wochenschr. 1922. — Eckstein, Arch. f. Kinderheilk. 1922. — Ederer, 
diese Zeitschr. 182, 1922. — Feigl, ebendaselbst 89—102, 1918— 1920; 
auch bei Bloor, Journ. of biol. Chem. 22, 1915; 24, 26, 1916; 31, 1917; 36, 
1918; 44, 1920. — Freund, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 91, 1921. — 
Gabbe, Miinch. med. Wochenschr. 1921. — Gyérgy, Zeitschr. f. ges. exper. 
Med. 88, 1923. — Gydérgy-Vollmer, diese Zeitschr. 140, 1923; hier weitere 
Literatur: Jung-Wolj//, Bull. d. 1. soc. de chim. biol. 5, 1923. — Wilkins- 
Kramer, Arch. f. intern. Med. 31, 1923. — Loewe, Deutsch. med. Wochenschr. 
1923. — Marchwalder, Klin. Wochenschr. 1922. — Noel Paton, vgl. Gyérgy, 
Sammelreferat im Zentralbl. f. Kinderheilk. 15, 1923. — Rothmann, Klin. 
Wochenschr. 1923, — Rothmann-Callenberg, ebendaselbst 1923. — Szenes, 
Zeitschr. f. ges. exper. Med. 38, 1923. 











(‘ber Auxoureasen. 


Von 


T. Hosokawa (Japan). 


Fortsetzung der Studien iiber Auxoureasen von Martin Jacoby 
und Mitarbeitern. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 17. Mai 1924.) 


Nachdem Jacoby und seine Mitarbeiter festgestellt hatten, dab 
die Ureasen in ganz erheblichem MaBe durch Auxoureasen in ihrer 
Wirkung verstairkt werden kénnen, und es tiber jeden Zweifel sicher- 
gestellt war, daB es sich dabei nicht um eine Herstellung optimaler 
Reaktion und um Pufferung handelt, war es an der Zeit, der von Anfang 
an diskutierten Frage naherzutreten, ob auch in der Natur die Ureasen 
von Auxoureasen begleitet sind. Dieser Punkt ist schon von Jacoby 
und Sugga") erértert worden. In neuerer Zeit hat Kato, der seine Ver- 
suche im hiesigen Laboratorium unter Jacobys Leitung begonnen hatte, 
sich auch in diesem Sinne ausgesprochen. Di Renzo*) hat aus dem 
hiesigen Laboratorium die interessante Tatsache veréffentlicht, dab 
durch geeignete Vorerwirmung von Ureaselésungen ihre Aktivitat 
zunimmt. Auch dieses Verhalten wurde darauf zuriickgefiihrt, dab 
Auxoureasen disponibel werden. Durch Zusatz von Auxoureasen 
konnte dasselbe erreicht werden wie durch vorsichtige Vorerwarmung. 

Zuerst haben die Versuche von Jacoby und Shimizu*) Anhaltspunkte 
dafiir ergeben, da8 bei der Fallung von Ureaselésungen mit Cholesterin ein 
differentes Verhalten von Urease und Auxourease zu beobachten ist. Denn 
die durch die Cholesterinfillung bewirkte Abschwiichung von Urease- 
lésungen war durch Zusatz von Auxokérpern auszugleichen. Kato hat 
dann mit dem ebenfalls fiir die Ureasefallung von Jacoby und Shimizu‘) 
angegebenen Calciumphosphat dasselbe versucht. 


') Diese Zeitschr. 69, 116, 1915. 
*) Ebendaselbst 144, 298, 1924. 
%) Ebendaselbst 128, 103, 1922. 
*) Ebendaselbst 128, 100, 1922. 
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Auf Anregung von Herrn Prof. Jacoby habe ich mich nun weiterhin 
bemiht, die Wirkung der Auxoureasen zu studieren. 

Zunachst versuchte ich, mit Hilfe von Cholesterin eine Trennung 
von Urease und Auxourease vorzunehmen. Uber diese Versuche, die 
bereits in der Arbeit von di Renzo kurz angekiindigt worden sind, 
wird in Abschnitt I berichtet werden, in Abschnitt II werden dann 
Beobachtungen tiber Auxowirkungen von ungeléstem EiweiB wieder- 
gegeben werden, im Abschnitt III die Einwirkung von Salzen studiert 
werden. 

I. 

Es wurden Versuche mit Sojabohnen-Urease und mit Jackbohnen- 
Urease angestellt. Die Soja-Urease war nach dem Verfahren von Jacoby 
und Sugga im Laborateorium dargestellt worden, die Jackbohnen-Urease 
war ein von der Arlington Chemical Co. hergestelltes amerikanisches 
Praparat. 

Alle Versuche wurden in gepufferter Lisung bei p, 7 angestellt. Als 
Pufferlésungen wurden Sérensensche Phosphatgemische m/15 verwandt. 
Sowohl das Enzym wie der Harnstoff wurden darin gelést. Alle Versuche 
der Arbeit wurden unter Toluolzusatz angestellt. 

Gehen wir von der in den friiheren Arbeiten aufgestellten Annahme 
aus, daB die Wirkung der Urease sich aus der Funktion einer eigent- 
lichen Urease und einer Auxourease zusammensetzt, so war zu prifen, 
ob durch Ausfallung mit Cholesterin das Verhaltnis der beiden Sub- 
stanzen in der Lésung, aus der der durch Cholesterin entstandene 
Niederschlag entfernt ist, sich andert. Es ist zu untersuchen, ob die 
durch Ausfillung abgeschwichte Lésung durch einen zugesetzten 
Auxokérper in dem Umfange verstarkt wird, wie der Restwirkung 
entspricht, oder ob durch Zusatz des Auxokérpers ein Resultat erreicht 
wird, das dariiber hinaus mehr oder weniger vollstindig die Wirkung 
wieder herstellt. 

30 ccm einer 0,3proz. Lésung von Sojaurease wurden mit 3 ccm einer 
lproz. Kochsalzlésung versetzt und dann mit 2 ccm einer hei8 gesattigten, 
alkoholischen Cholesterinlésung ausgefallt. Nach 15 Minuten wurde filtriert. 
(Filtratlésung A.) 

Als Kontrolle werden 30 ccm derselben Enzymlésung in gleicher Weise 
mit Kochsalzlésung versetzt, nur wurden statt Cholesterinlésung 2 ccm 
Alkohol zugefiigt. Auch diese Lésung wurde filtriert. (Lésung B.) 

1. 10cem Lésung A + 2 ccm Phosphatgemisch. 

i “ A+ 2 ,, Cyankalium in Phosphatgemisch (1 proz.). 

3. 10 ,, » B+2 ,, Phosphatgemisch. 

a » B+ 2 ,, Cyankalium in Phosphatgemisch (1 proz.). 

In iiblicher Weise wurden iiberall 0,3 cem Olivenél zum Verhiiten des 
Schitumens, Toluol und 20 ccm Harnstoff (2 proz.) zu jeder Probe getan. 

Man erhielt Ammoniak, ausgedriickt in */,, NaOH, nach 24 Stunden 
Aufenthalt im Brutschrank: 

1. 8,4 2. 63,2 3. 28,2 4. 71,5 
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In einem entsprechend angesetzten Versuche wurde erhalten: 
1. 15,9 2. 65,5 3. 22,3 4. 62,8 


Durch Cholesterinfallung findet also eine Abschwichung der Lésung 
statt. Durch Zusatz von Cyankalium werden sowohl die ausgefillten wie 
die urspriinglichen Fermentlésungen verstarkt. Die Versuche sprechen 
dafiir, daB ganz besonders Auxoureasen durch die Cholesterinausfillung 
aus der Lésung entfernt werden. 

Entsprechende Resultate wurden erhalten, wenn man das Cyankalium 
(1 proz.) durch Glykokoll (5 proz.) ersetzte. 

2ecem Glykokoll: 1. 11,3 2. 69,0 3. 38,9 4. 76,6 
i i 1. 11,0 2. 54,7 3. 31,9 4. 68,5 

Als Gegenversuch muBte nunmehr untersucht werden, welche Wirkungen 
der Cholesterinfillungs-Niederschlag entfaltet. Zu diesem Zwecke wurde 
zunaichst genau so wie in dem vorigen Versuche vorgegangen. Nach dem 
Abfiltrieren wurde je ein Filter mit dem erhaltenen Niederschlage direkt 
in einen Kolben getan. 

Zu einer Probe kamen: 


2,0 cem Phosphat , sas iad iae ate 4,6 
2,0 ,, Cyankalium (I proz.) ... . . 40,4 
2,0 ,, Glykokoll (5 proz.) ..... . 44,5 


Aus den bisherigen Versuchen geht mit Sicherheit hervor, dab 
das eigentliche Enzym sich bei der Cholesterinausfallung auf Nieder- 
schlag und Filtrat verteilt. Merkwiirdig ist das Schicksal der Auxo- 
urease. Schon aus den Versuchen von Jacoby und Shimizu konnte 
man entnehmen, daB die Dinge nicht einfach liegen. Hatte man nimlich 
die Enzymlésung durch Cholesterinausfillung in zwei Fraktionen 
getrennt und vereinigte nachtraglich, und zwar sofort die Fraktionen 
wieder, so wurde keineswegs die alte Wirkung wieder hergestellt. 
Ahnliche Erfahrungen haben wir auch jetzt wieder, wenn auch nicht 
regelmaBig, gemacht. Bei der Cholesterinbehandlung scheinen also 
die Auxoureasen irreversible Veriainderungen erleiden zu kénnen. 

Um diese Frage zu klaren, wurden die folgenden Versuche an- 
gestellt. Es wurde mit Cholesterin die Filtrat- und die Niederschlags- 
fraktion hergestellt. Nebeneinander wurde untersucht: 





Mit 2ccm Phosphat Mit 2ccem Cyankalium 


(1 proz.) 
Urspriingliche Lésung ...... 48.7 80,3 
Nielorechiag pists ats aes a oe 6,8 46,1 
EE a a le we 6 6 Ow * 10,2 56,5 
Niederschlag + Filtrat ...... 15,8 87,4 

Bei seiner Wiederholung des Versuches wurde erhalten: 

—— Perens 40,3 79,3 
a tage &) a6 ai 3,0 35,7 
le ae nd me 0. 6 8 6 6,5 55,0 


Niederschlag + Filtrat. ..... 11,5 715 








} 
| 
| 
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Im nichsten Versuche wurde anstatt Cyankalium als Avxokérpe: 
Glykokoll (5 proz.) verwandt: 





Mit Phosphat | Mit Glykokoll 


Urspriingliche Lésung . 41,9 76,6 
Niede Re 46 36,3 
ne totes bone, Le 6,1 59.5 
Niederschlag + Filtrat . 42.7 733 


Der niachste Versuch wurde mit Jackbohnen-Urease angestellt. 
Bei jeder Probe wurden 10ccem (1: 1000) verwandt. 


Sn ete ma Lésung . 38,1 | 1284 
Niederschlag ..... 7,3 101,2 
Et 6 = amie « | 8,5 128,8 
Niederschlag + Filtrat . | 29,7 127,4 


Aus allen diesen Versuchen geht also hervor, daB bei der Chol- 
esterinfraktionierung sich das eigentliche Enzym auf beide Fraktionen 
verteilt. Im allgemeinen scheint der gréBere Teil im Filtrat zuriick- 
zubleiben. Wichtig ist aber, daB beide Fraktionen ihrer Auxokérper 
beraubt sind. Zufiigung ausreichender Mengen von Auxokérpern stellt 
die Wirkung vollstandig her. 

Wenn es richtig ist, daB ein Teil des eigentlichen Ferments durch 
Cholesterin aus der Lésung entfernt wird, so kann man erwarten, da} 
bei Wiederholung der Cholesterinausfillung noch mehr Enzym aus 
der Lésung entfernt wird. 

Von einer Lésung von Jackbohnen-Urease (1: 2000) wurden 75 ccm 
mit 7,5cem alkoholischer Cholesterinlésung ausgefillt, nachdem vorher 
7,5 cem (1 proz.) Kochsalzlésung zugefiigt war. Nach 20 Minuten wird 
der Niederschlag abfiltriert. (Lésung A.) 

40 ccm des Filtrats werden mit 4 ccm Kochsalz versetzt und mit 4 ccm 
Cholesterinlésung ausgefillt. (Lésung B.) 

Es wurden immer 10 ccm untersucht. 





Mit Phosphat ~ar 

SS eae 7,8 123,1 
ry. es 43 90,0 

Ein anderer Versuch: 
ars a 6 ss « 18,5 78,5 
9 as. € eres 12.4 81,4 

Ein anderer Versuch: 
DE Is. oan ss, | 6,0 | 93,9 
6 a a \| 53 79,2 


Immer nimmt also bei der zweiten Ausfaillung der Enzymgehalt 
der Lésung weiter ab. Aber aus der starken Wirkung der mit Auxo- 
kérpern versetzten Lésungen ersehen wir, da8 es sich immer noch um 
erhebliche Enzymwirkungen handelt. 
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Fassen wir die Ergebnisse dieses Abschnittes zusammen, so 
zeigt sich, daB sich aus den in der Natur vorkommenden Gemischen 
der Urease und ihrer Auxokérper durch Cholesterinfaillung Fraktionen 
herstellen lassen, die wegen auffallender Armut an Auxokérpern nur 
sehr geringfiigige Wirkungen entfalten. DaB die Dinge so zusammen- 
hiingen, l4Bt sich dadurch demonstrieren, da8 kiinstliche Zufiigung 
von Auxokérpern die Wirkung erheblich verstarkt. Augenscheinlich 
ist das Enzym selbst gegeniiber Isolierungsversuchen ziemlich stabil, 
nur wird es bei der Isolierung mehr oder weniger der Auxokérper 
beraubt und kann daher erst nach kiinstlicher Zufiigung von Auxo- 
kérpern wieder in voller Wirksamkeit erkannt werden. 

Die natirlichen Auxokérper selbst scheinen der Isolierung gegen- 
iiber viel labiler zu sein, so daB es bisher nicht gelungen ist, sie durch 
Cholesterinfraktionierung getrennt nachzuweisen. Nach vorliufigen 
Versuchen von Jacoby und Sugga kann man vermuten, daB sie bei der 
Dialyse in die AuBenfliissigkeit wandern. Diese Frage soll im Labo- 
ratorium weiter verfolgt werden. 

Auch bei der Urease werden wir einen kolloiden Komplex, der 
mit der spezifisch wirksamen chemischen Gruppe verbunden ist, 
annehmen. Ein wesentlicher Bestandteil dieses kolloiden Komplexes 
miissen die Auxokérper sein. 

Dadurch, daB man bei der Urease imstande ist, einen Teil der 
notwendigen Wirkungsfaktoren durch Stoffe von bekannter chemischer 
Konstitution zu ersetzen, ist es méglich, den Wirkungskomplex in 
Einzelteile zu zerlegen und die Eigenschaften der Einzelfaktoren 
kennenzulernen. 

Il. 

Nachdem man die iiberall eingreifende Wirkung der Auxokérper 
bei der Ureasewirkung kennengelernt hat, ist es unumginglich not- 
wendig, bei allen mit der Urease zusammenhingenden Phinomenen auf 
die Funktion der Auxoureasen Riicksicht zu nehmen. 

Vor einer Reihe von Jahren hat Jacoby) gezeigt, daB man durch 
Adsorption an Fibrinflocken Urease aus der Lésung entfernen kann. 
Die Untersuchung der Auxofunktion im Zusammenhang mit diesem 
Phinomen ergab bemerkenswerte Resultate. 

Zunichst haben wir die Angabe von Jacoby, daB Soja-Urease 
durch Fibrin adsorbiert wird, bestatigt und auf Jackbohnen-Urease 


ausgedehnt. 
In 50 ccm einer 0,3proz. Sojaureaselésung, die mit einigen Tropfen 
Toluol versetzt werden, kommen einige Hammel-Fibrinflocken. Nach 


20 Stunden Aufenthalt im Ejisschrank werden die Flocken fiinfmal mit 


1) Diese Zeitschr. 74, 93, 1916. 
Biochemische Zeitschrift Band 149. 24 
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Wasser gewaschen und dann mit Filtrierpapier getrocknet. Man ste!) 
dann zwei méglichst gleiche Portionen her. 

Die eine Portion wird unter Zusatz von 2 cem Phosphat verarbeitet: 10,6 

Die andere Portion wird unter Zusatz von 2 cem Cyankalium (1 proz 
verarbeitet: 11,1. 

In 30 cem Jackbohnen-Urease (0,2 proz.) kommen fiir eine Stunde bei 
Zimmertemperatur Fibrinflocken. Nach griindlichem Auswaschen werden 
angesetzt: 


1. 0,26 g Flocken + 2ccm Phosphat........ . 21,5 
tiie °C A de St) nee aan: 
3. 0,26 ¢ Sa +2 ,, Cyankalium (Iproz.). . . . 30,0 
4. 0,26 g ‘a +2 ,, > (iproz.). .. . 33,6 
5. 0,26 ¢g * +2 ,, Glykokoll (S5proz.). ... . 35,2 
6. 0,26 g * +2 ,, aan (Sproz.)..... . 32,6 
7. Normale Wasserflocken + 2cem Phosphat .... . 2,5 
8. o - +2 ,, Cyankalium (lproz.) 2,5 
9. 99 9 +2 ,,  Glykokoll (5proz.) . 4,2 


Nach den Erfahrungen im ersten Teile dieser Arbeit war es wenig 
wahrscheinlich, daB bei Adsorptionsversuchen eine gemeinsame Ad- 
sorption von Urease und Auxokérper statthat. Im Gegenteil, es war 
sogar anzunehmen, daB eine entscheidende Trennung stattfinden wiirde. 

Es wurde gepriift, ob eine Verstarkung des adsorbierten Enzyms 
dadurch erzielbar ist, daB man die Fibrinflocken in eine Lésung bringt, 
welche kiinstliche Auxokérper neben Urease enthilt. Das ist, wie zu 
erwarten war, nicht der Fall. 

Es werden gemischt Fibrinflocken mit 45 ccm Fermentlésung (Soja- 
urease 0,3proz.), 10 cem Phosphat, 2 cem Toluol, in einer Kontrolle anstatt 


10 cem Phosphat 10 ccm Cyankalium (1 proz.). 
Beide Proben bleiben 20 Stunden im Eisschrank. Von den gewaschenen 


und getrockneten Flocken werden gleiche Portionen hergestellt. 
Es ergaben: 
Phosphatflocken + 2 ccm Phosphat 
i +2 ,, Cyankalium 
Cyankaliumflocken + 2 ,, Phosphat 
” + 2 ” Cyankalium 
In einem anderen Versuche wurden je 45ccm Ferment einmal mit 
10 cem Phosphat, einmal mit 10 cem Glykokoll (5proz.), einmal mit Cyan- 
kalium (1 proz.) versetzt. Uberall 2cem Toluol und Fibrin. 
Es ergaben: 


<3 3 43 oO 


6 
3 
8 
8 


Phosphatflocken + 2,0cem Phosphat .. . 4,6 
Glykokollflocken + 2,0 ,, ws a 
Cyankaliumflocken + 2,0 ,, = ee ae 


Da Jacoby und Umeda") gefunden hatten, daB auch EiweiBkérper 
Auxofunktionen haben, so war zu untersuchen, ob auch die ungelésten 
Fibrinflocken in dieser Richtung wirken. 





') Diese Zeitschrift 68, 23 ff., 1914. 
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Zu je 10cem Jackbohnen-Urease (0,05proz.) werden Fibrinflocken 
getan und dann direkt untersucht: 


10cem Fermentlésung . . were t «a 10,7 
10 ,, Fermentlésung + Fibrinflocken Ada Tad at sp 31,7 
10 ,, Soja-Urease (0,2proz.) . . - - 33,0 25,4 
10 ,, Soja-Urease (0,2proz.) + 0, 26 g Flocken . . 43,0 41,1 
Wiederholung des vorigen Versuches (Soja-Urease 0,2 Proz.): 
oo Be 26,1 
a See ss kt to he oe 43,3 


Diese Versuche zeigen also deutlich, daB Fibrinflocken als Auxo- 
ureasen funktionieren kénnen. Damit wird auch erklarlich, daB zu- 
gesetzte Auxokérper bei Urease, die an Fibrinflocken adsorbiert sind, 
keine sehr erhebliche Wirkung ausiiben. Wahrscheinlich ist man fiir 
die geringe, adsorbierte Enzymmenge bereits sehr nahe an die optimale 
Auxokérpermenge schon durch das Fibrin gelangt. 

Auch ohne weitere Ausfiihrungen wird es einleuchten, daB die 
Feststellung, daB das Adsorbens als Auxokérper funktioniert, abgesehen 
vom Interesse fiir die Enzymchemie, auch biologisch von Bedeutung ist. 


Ill. 

Da die Urease sich in zahlreichen Untersuchungen als ein Enzym 
bewahrt hat, bei dem es gelingt, die Steigerung der Enzymwirkung 
durch Zusitze zu demonstrieren, also Auxowirkungen im Jacobyschen 
Sinne zu studieren, war es auch notwendig, den EinfluB anorganischer 
Substanzen zu priifen. 

Zunichst wurde die Wirkung des Calciumchlorids untersucht. Auch 
hier wurde stets Enzym und Harnstoff (2proz.) in Phosphat (m/15 py 7) 
gelést. Als Enzym diente Jackbohnen-Urease. Zu jeder Probe wurden noch 
besonders 2ccm Phosphat hinzugefiigt: 


Zu je 10cem Ferment kamen: 


2eem Wasser ... ne FS 6,7 
0,5 eem CaCl, (1 proz. ), 1, 5 cem Ww asser. .. 12,0 14,8 
ee o» (lpgos.), 1,0 ,, ede ell ial og: CO 20,7 
a a a a se ig oe te, Se Se ee ae — 
10cem Ferment (0,04 proz.): 
2ecem Wasser ... + ae 14,4 
0,5 cem CaCl, (1 proz. ), , 5 ecm : Wa: asser .. 18,0 20,0 
a6... i: “CORE 6 co. Sow s ery: so Se 41,9 
10cem Ferment (0,04 proz.): 
SE ee eee ee” ee 
SD ae; Oe s + ws > are 
2 ,, Cyankalium (1 pros. 2 2 ccm Ww CE ae + 6 +. Se 
i cm (ipvos.), 3 .. CaCl, ..... 1965 
ee ee ee ee ee ee 
1 » >» © ws is 2ceem Cyankalium . . 129,5 


24° 





| 
| 
: 
| 
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Das Cyankalium war in Phosphatgemisch gelést, in der betreffenden 
Probe waren die 2 ccm Phosphatgemisch fortgelassen. 

Calciumchlorid steigert also erheblich die Ureasewirkung, die 
Steigerung nimmt mit der Menge des Calciums zu, eine Steigerung in 
dem Umfange, wie sie durch Cyankalium erreicht wird, findet jedoch 
nicht statt. Ob sich beide Substanzen als Auxokérper erginzen kénnen, 
ist aus dem Versuche nicht zu ersehen, da mit Cyankalium allein schon 
die maximal mdégliche Steigerung erreicht wurde. 

Mit der Calciumwirkung wurde die Strontiumwirkung verglichen. 

SrCl, (1 proz.) 


Ferment (0,04 proz.) 10ccm in Wasser gelést 
24 Stunden: Versuch 48 StundensV ersuch 


2eccm Wasser. . . . . 24,1—24,3 24,3— 24,5 
0,5 cem Sr, 1,5 cem Weeser . . 29,1—29,6 29,2— 30,2 
10 , Sr, 1 -_ i . . . 65,3—65,5 _— 

3.0 ,. & ere er rm ON 95,3 — 96,1 


Strontium wirkt also wie Calcium, aber intensiver. 
Die Bariumwirkung ist sehr gering. 


Sia arn as le es oe 
0,5 ,, BaCl,, 15cem Wasser .. . 11,4—11,4 
Le « = | ” - . « « 14,4—14,5 
 ! ee eat ig Gg gt el a oa a ra 


Auch Natrium citricum hat im Verhiltnis zum Calcium und 
Strontium nur eine maBige Wirkung. 


Natrium citricum, gelést in lproz. Phosphatgemisch. 


2,0cem Phosphat . . . . 15,4—16,7 10,6—10,8 “- 
0.5 ,, Nacitric., 1 ‘Sam Phosphat 20,0— 20,9 — 10,5— 11,0 
* a - 10 ,, eet 23,8—23,9 15,9—16,9 13,2—13,2 
3,0 .,. as « e © © © ot te 26,0—26,9 18,5—19,0 16,6—17,2 
Natrium oxalicum (1 proz.) in Wasser wirkt auch nur sehr maBig. 
0,5 com Na oxalicum, 1,5 cem Wasser. . . . . 12,6—12,7 
1,0 ,, - LD «@ = scenes RE 
3.0 ,, fi Suns) éeiéne a ee» | Sa 


Auch Fluornatrium hat eine gewisse Wirkung. 


Fluornatrium (lproz.) in Wasser: 
2,0cem Natriumchlorid (lproz.) ..... . . 15,7—16,4 
0,5 ,, Fluornatrium, 1,5 ccm Natriumchlorid. 18,2— 20,0 
1,0 ” ” 1,0 ” ” . 26, 6— 27, 7 
2.0 ,, - oS ee eee 


Nur kurz sei bemerkt, da8 Kaliumchlorid und Natriumchlorid in 
entsprechend kleinen Mengen ohne bemerkenswerte Wirkung sind. 

Die Wirkung des Magnesiumchlorids ist sehr gering, nur in einem 
45-Stunden-Versuch wurde im Gegensatz zu den tibrigen 24-Stunden- 
Versuchen ein paradoxes Resultat erhalten. 
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Magnesiumchlorid (1 proz.) in Wasser: 

24 Stunden 45 Stunden 
2,.0com Wasser ......... 24,1—243 8,5— 8,8 24,3—24,5 
0.5 ,, MgCl, 1,5 ccm Wasser . . 24,4—25,7 11,4—11,4 23,2—24,2 
og Whee eh Sa. 8 RES Che ses “Stee 
Sh w eocle a ene CRSA — 19,2— 20,4 16,0—16,5 

Die Magnesiumwirkung war aber an sich weniger von Interesse. 
In der Hauptsache sollte gepriift werden, ob Magnesium der Wirkung 
des Strontiums entgegengerichtet ist. Im AnschluB daran sollte der 
etwaige Antagonismus der beiden Ionen dazu benutzt werden, den 
funktionellen Angriffspunkt des Strontiums zu ermitteln, also zu unter- 
suchen, ob das Strontium das Enzymmolekiil vor der Inaktivierung 
schiitzt oder auf die Harnstoffspaltung von EinfluB ist. 

Es ergab sich, daB offenbar der ganze ProzeB auf die Gegenwart 
der verschiedenen Salze sehr empfindlich reagiert. Man muB sich 
daher sehr vor Fehlresultaten hiiten. Aus der groBen Zahl der an- 
gestellten Versuche geben wir hier nur einen kleinen Teil wieder, der 
ganz sicher reproduzierbare Resultate geliefert hat und der geniigt, 
um einige interessante Zusammenhinge zu beleuchten. 

Es handelt sich um drei nach demselben Schema angestellte Ver- 
suche (A, B, C). Zu jedem Versuche gehéren vier verschiedene An- 
sitze (I bis IV). 

Im Kopf der Tabelle geben wir die Substanzen, die gemischt wurden, 
und zwar genau in der jedesmal eingehaltenen Reihenfolge. Die Salze 
sind lproz. in Wasser, Harnstoff, wie immer 2proz. in Phosphatgemisch, 
Urease, 0,04proz. ebenfalls in Phosphat. Der Zusatz von 01 ist auch der 
iibliche zum Verhiiten des Schiiumens, immer 1 cem Toluol. 





I 1 Ml IV 


2 Strontiumeblorid | 2 Strontiumchlorid 





2 Natriumchlorid 2 Magnesiumchlorid 2 Strontiumchlorid 2 Strontiumch!orid 
‘40 Ferment | 10Ferment 10 Ferment | «10 Ferment 
03 Ol 03 Ol 03 Ol 03 Ol 
1 Toluol | 1 Toluol i 1 Toluol 1 Toluol 
Nach 10 Minuten 
| 20 Harnstoftf 20 Harnstoff 
20 Harnstofl 20 Hemstoff =| 2 Natriumehlorid 2 Magnesiumehlorid 
A. 20 Stunden 
27,5—28,3 205-213 | 363-365 | 16,5 
B. 20 Stunden 
26,5—28,8 17,7—19,0 30,8 20,4—20,7 
C. 44 Stunden 
29,9—30,6 18,7—19,8 38,7 17,7—20,6 


Vergleichen wir Stab I und II, so sehen wir deutlich den anta- 
gonistischen Einflu8 des Magnesiumchlorids, indem in II, wo an die 
Stelle von Natriumchlorid das Magnesiumchlorid eingesetzt ist, der 





| 
| 
| 
: 
| 
| 
' 
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ProzeB bemerkbar gehemmt ist. Dasselbe gilt fiir III und IV, die sich 
in der gleichen Beziehung unterscheiden. 

Ferner ist III deutlich wirksamer als I. Sie unterscheiden sich 
nur dadurch, daB bei III Strontiumchlorid als einziges Salz mit dem 
Ferment 10 Minuten zusammen ist, waihrend bei I gleichzeitig das 
Natriumchlorid auf das Enzym einwirkt. 

Gleichzeitig war auch noch eine Anordnung untersucht worden, 
die sich von I nur darin unterscheidet, daB anstatt des Harnstoffs das 
Enzym nach der Pause zugefiigt wurde. 





2 Strontiumchlorid 2 Strontiumchlorid 
2 Natriumchlorid 2 Natriumchlorid 
10 Ferment 20 Harnstoff 
0.3 Ol 0,3 Ol 
1 Toluol 3 Toluol 
Nach 10 Minuten 
20 Harnstoff | 10 Ferment 


A. 20 Stunden 
7 5—28,3 32,8—33,0 
B. 20 Stunden 
26,5—28,8 31,2—32,5 
C. 44 Stunden 
29,9—30,6 38,7—39,1 


Wir sehen hier, daB das Ferment deutlich starker wirkt, sobald 
es erst zugefiigt wird, wenn die Salze schon vorher mit dem Harnstoff 
in Abwesenheit des Ferments zusammen gewesen waren. Entsprechen- 
des wurde auch beobachtet, wenn vor der Pause Strontium und Ma- 
gnesium mit dem Harnstoff zusammen waren und dann erst das Enzym 
zugesetzt wurde. 

Aus dieser ganzen Versuchsreihe ergibt sich, daB es sehr auf die 
zeitliche Reihenfolge bei der Einwirkung der Substanzen auf das Ferment 
ankommt. Wahrscheinlich ist dabei der Kolloidcharakter des Ferments 
von Bedeutung. Die weitere Verfolgung dieser Untersuchungen wird 
tiber die BeeinfluBbarkeit der Enzymmolekiile AufschluB geben, die 
Untersuchungen sind aber auch allgemein wichtig fiir die Frage des 
lonenantagonismus, da sie an Enzymen, also an biologisch wirksamen 
Molekiilen angestellt worden sind. Auch fiir das Problem der Enzym- 
zwischenreaktion sind sie nicht ohne Interesse. 


Zusammenfassung. 
Aus dem in der Natur vorkommenden Gemisch der Urease und 
ihrer Auxokérper lassen sich durch Cholesterinfaillung Fraktionen 
darstellen, die wegen auffallender Armut an Auxokérpern nur sehr 











Uber Auxoureasen. 373 


geringfiigige Wirkungen entfalten. Daher wird die Wirkung dieser 
Fraktionen durch kiinstliche Zufigung von Auxokérpern sehr ver- 
stirkt. Das Enzym selbst wird durch die Isolierung nicht geschidigt, 
sondern nur seiner Auxokérper beraubt. Die natiirlichen Auxokérper 
sind sehr labil, sie sind anscheinend ein wesentlicher Bestandteil des 
kolloiden Komplexes der Urease. 

Fibrinflocken kénnen als Auxokérper funktionieren. Adsorbiert 
man Urease an Fibrinflocken, so dient das Adsorbens gleichzeitig als 
Auxok6rper. 

Calciumchlorid und Strontiumchlorid steigern die Ureasewirkung. 
GréBere Konzentrationen der Salze wirken stirker als kleinere. Die 
Wirkung ist zwar stark, aber nicht so intensiv wie die des Cyankaliums. 
Bariumchlorid ist wenig wirksam. 

Die Wirkung des Calciums und des Strontiums wurde stets in 
Gegenwart von Phosphaten geprift. Inwiefern die Entstehung des 
Niederschlages von Calcium- oder Strontiumphosphat fiir die Wirkung 
von Bedeutung ist, wird im Laboratorium noch besonders gepriift'). 

Eine maBige Wirkung tiben Natrium citricum, Natrium oxalicum 
und Natriumfluorid aus. Kaliumchlorid und Natriumchlorid sind noch 
viel weniger wirksam. 

Ferner wurde die Wirkung von Magnesiumchiorid studiert. Es 
zeigt sich, daB bei geeigneter Versuchsanordnung sich eine anta- 
gonistische Wirkung des Magnesiums gegeniiber der Strontiumwirkung 
nachweisen liBt. Aber auch Natriumchlorid setzt die Strontiumwirkung 
herab, wenn die Versuchsbedingungen richtig angeordnet sind. 

Die Urease wirkt deutlich starker, sobald sie erst zugefiigt wird, 
wenn die Salze schon vorher mit dem Harnstoff in Abwesenheit des 
Ferments zusammen gewesen waren. 

Bei der Einwirkung der zugefiigten Substanzen auf die Urease 
kommt es sehr auf die zeitliche Reihenfolge des Zusatzes an. Wabhr- 
scheinlich ist dabei der Kolloidcharakter des Enzyms von Bedeutung. 





1) Diese Versuche sind inzwischen von Herrn Dr. Kochmann aus- 
gefiihrt worden, der tiber seine Resultate demniachst berichten wird. 

















Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. 


IX. Mitteilung: 
Nochmals zum Wesen der Thrombinwirkung. 


Von 
Bernhard Stuber und Siegfried Tannhauser. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br.) 


(Eingegangen am 19. Mai 1924.) 


Wir haben in einer friiheren Mitteilung') auf Grund ausgedehnter 
experimenteller Versuchsreihen den Beweis erbracht, daB das Thrombin 
von Alexander Schmidt auch durch eine semipermeable Membran 
hindurch eine Fibrinogenlésung zur Gerinnung bringt. Wir haben 
dann auf Grund der weiteren experimentellen Befunde das Wesen der 
Thrombinwirkung dahin definiert, daB es als dehydratisiertes EiweiB- 
gemisch durch Quellung dem Fibrinogen sein Lésungsmittel entziehe 
und dieses aus seinem labilen Gleichgewicht in den stabilen Gerinnungs- 
zustand tiberfiihre. 

Gegen diese von uns experimentell erhobenen Befunde und deren 
Deutung sind von Wohlisch®) theoretische Bedenken und in einer 
Nachpriifung experimentelle Daten erhoben worden, die unseren Er- 
gebnissen zu widersprechen scheinen. 

Wir méchten zuerst auf einen Haupteinwand, den Wohlisch gegen 
unsere Versuchsanordnung erhebt, zu sprechen kommen. Wir hatten 
in unseren damaligen Dialyseversuchen auf Kontrollen absichilich 
verzichtet, da wir niemals eine Spontangerinnung unserer Fibrinogen- 
lésungen bei der Dialyse gegen Wasser oder Kochsalzlésung beobachtet 
hatten. Wohlisch sieht in dieser absichtlichen Unterlassung unsererseits 
eine Hauptfehlerquelle, da sich verschiedene Fibrinogenlésungen sehr 
unterschiedlich verhalten kénnten. Letzteres ist fraglos richtig, nur 
trifft dieser Einwand auf unsere Versuchsanordnung gar nicht zu. Wir 
hatten und haben unsere Fibrinogenlésungen immer im DialysiergefaB 


1) Diese Zeitschr. 184, 1922. 
*) Ebendaselbst 145, 1924. 
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gegen Wasser oder Kochsalzlésung von bestimmtem Prozentgehalt 
stehen, um auf diese Weise ein véllig mit der Fibrinogenlésung isotones 
Lésungsmittel fiir das Thrombin zur Verfiigung zu haben. Es wurde 
fir die einzelnen Versuchsserien immer dieselbe Fibrinogenlésung aus 
der Dialysierhiilse entnommen, so dab tatsiachlich die restierende Fibri- 
nogenlésung als Kontrolle diente. Es wire eine unnétige Material- 
verschwendung gewesen, noch eine weitere Dialysierhiilse anzusetzen. 
Es sei noch bemerkt, daB die Dialyse gegen Wasser nie bis zur Salz- 
armut fortgesetzt wurde, da sonst das Fibrinogen als Globulin selbst- 
verstiindlicherweise ausgeflockt wire. Dieser von Wohlisch gegen 
unsere Versuche erhobene Einspruch hat also keinerlei Berechtigung. 

Es werden von Wohlisch immer wieder Ergebnisse friiherer Autoren, 
die mit ihren Erklirungen auf den Anschauungen der damaligen Zeit 
basierten, ohne weiteres als Tatsachen gegen unsere, sich auf neuere 
Erkenntnisse stiitzende experimentellen Befunde verwertet (s. unter | 
und 2 seiner Publikation). Eine derartige Diskussion experimenteller 
Ergebnisse erscheint uns zwecklos, da sie nur zu wenig férdernden 
Polemiken fihrt, die wir prinzipiell ablehnen. Zudem ist der von 
Wohlisch diesbeziiglich hervorgehobene Hinweis auf den Mechanismus 
der Hirudinwirkung inzwischen durch Starlinger') in ganz anderer 
Richtung erkannt, zugleich eine Bestatigung unserer eigenen An- 
schauung liefernd. 

Den physikalisch-chemischen Einwinden von Wohlisch gegen 
unsere Anschauungen vermégen wir nicht zu folgen. Wir weisen noch- 
mals nachdriicklich darauf hin, daB eine Parallele zwischen Serum- 
und Thrombinwirkung gar nicht besteht. Wir werden in unseren folgen- 
den Mitteilungen noch weitere zwingende Beweise dafiir erbringen. 
Es erscheint uns deshalb auch unrichtig, irgendwelche Vergleiche tiber 
die Quellung des Serums einerseits, des Thrombins andererseits anzu- 
stellen, um so mehr, als das Thrombin ein denaturiertes EiweiBgemisch 
ist. DaB tatsichlich bei der Thrombin-Fibrinogengerinnung durch 
eine semipermeable Membran hindurch eine Quellung der Thrombin- 
lésung in der Kollodiumhiilse einsetzt, laBt sich sehr leicht zeigen. 
Stellt man die Menisken von Innen- und AuBenfliissigkeit gleich ein, 
so tritt, auch bei vdélliger Isotonie, in der Hiilse, die das Thrombin 
enthalt, regelmaBig ein Héhersteigen des Meniskus um | bis 144 cm 
ein. Bei den Kontrollen behalten dagegen die Menisken regelmaBig ihren 
urspriinglichen gleichen Stand. Uns ist dafiir keine andere Erklarung als 
die Quellung des Thrombins gegenwiartig. Wenn unsere Druckmessungen 
mit dem Szigmondyschen Osmometer geringere Werte lieferten, se 
lag das zum groBen Teil an den technischen Schwierigkeiten, die sich 





1) Diese Zeitschr. 140, 1923. 
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einer exakten Messung mit den kleinen von uns verwandten Kollodium- 
membranen entgegenstellten und die sich, wie wir gestehen, auch nach 
langerer Ubung nicht ganz beseitigen lieBen. Unsere damaligen Zahlen 
sind also sicher Minimalwerte. 

War der von Wohlisch gegen unsere Versuche eingangs erwihnte 
Haupteinwand, wie wir schon betont haben, hinfallig geworden, so 
muBten seine Ergebnisse in anderer Weise ihre Erklarung finden. 
Wir haben deshalb unsere fritheren Versuche nochmals wiederholt. 
Wir haben sie in ihrem vollen Umfange bestitigen kénnen. Ein Ergebnis, 
das wir auch gar nicht anders erwarteten, da unsere damaligen SchluB- 
folgerungen sich auf so groBe Versuchsreihen stiitzten, die in der EHin- 
deutigkeit ihres Verlaufes als sichere experimentelle Beweise gelten 
muBten. 

Bevor wir nun zur Besprechung unserer neuen Versuche iibergehen, 
erscheint es uns wichtig, einige Punkte besonders zu betonen. Es ist 
fiir Gerinnungsversuche mit Fibrinogen unerlaBlich, stabile Lésungen 
zu gebrauchen. Von Woéhlisch selbst wird ja auf das uns iibrigens lingst 
bekannte und auch éfters angegebene unterschiedliche Verhalten ver- 
schiedener Fibrinogenlésungen hingewiesen. Es ist deshalb wm so 
erstaunlicher, daB Wohlisch diesen Hinweis, den er uns gegeniiber fir 
angebracht hilt, fiir seine eigenen Untersuchungen, die er als Nach- 
priifung unserer Befunde auffaBt, vdllig auBer acht laBt, und zwar ab- 
sichtlich. Es ist unseres Erachtens eine selbstverstdindliche Voraus- 
setzung einer Nachpriifung, daB diese sich der gleichen Methoden be- 
dient wie die originiire Arbeit. Wd6hlisch verwendet nun im Gegensatz 
zu uns absichtlich Menschen- und Rinderfibrinogen, wahrend wir 
Pferdefibrinogen benutzten. AuBerdem wahlt er eine ganz andere 
Darstellungsmethode, nimlich die von Herzfeld und Klinger, waihrend 
wir nach der Methode von Hammarsten arbeiteten. Waéhlisch weicht 
also gerade im entscheidenden Punkte ,,absichtlich“ von unserer Versuchs- 
methode ab. Er fiihrt seine Versuche unter Bedingungen durch, die 
von den unsrigen wesentlich verschieden sind und dementsprechend 
niemals in Vergleich gesetzt werden kénnen. DaB in diesem Abweichen 
von unserer Versuchsanordnung die andersartigen Ergebnisse Wdhlischs 
begriindet sind, werden wir im folgenden beweisen. 

Wir benutzten fiir die folgenden Versuche Rinderfibrinogen, das, 
wie bei Wohlisch, genau nach den Vorschriften von Herzfeld und Klinger 
dargestellt wurde. Zum Dialysieren verwandten wir wieder, wie in unseren 
friiheren Versuchen, Kollodiumhiilsen. Wir stellten sie in der Weise dar, 
daB unten spitz zulaufende Reagenggliser in Kollodium getaucht wurden, 
um die erhirtete Schicht dann handschuhartig abzustrsifen. Die Hiilsen 
wurden gut gewiissert und auf EiweiBdurchlassigkeit gepriift (mit Spieglers 
Reagens). Ob bei Verwendung von Kollodiumglasdialysatoren und Fibrinogen 
als Innenfliissigkeit, wie bei Wdéhlisch, durch die gegensitzliche Ladung von 
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Glas und Kollodium nicht eine Ausflockungsbegiinstigung bei sehr labilen 
Fibrinogenlésungen mdglich ist, entzieht sich unserer Beurteilung. Dab 
aber die Ladung des Glases auf den Gerinnungsablauf einen gewissen 
EinfluB ausiibt, davon konnten wir uns in Versuchen (noch unverdffentlicht ), 
in denen das Glas nach Art der Leidener Flasche ungeladen war, iiberzeugen. 
Das Fassungsvermégen unserer Kollodiumhiilsen betrug je nach der Reagenz- 
glasweite 4 bis 8cem. Die Kollodiumhiilsen tauchten wir in kleine Glas- 
zylinder von 2 bis 24cm Weite und 44% bis 5ccm Hohe. Wir benutzen 
als Innenfliissigkeit immer 2 ccm 5proz. Thrombins nach Alexander Schmidt. 
Von der Fibrinogenlésung als AuBenfliissigkeit wurde so viel zugesetzt, daB 
Innen- und AuBenmeniskus gleich standen. Das Thrombin wurde teils in 
0,85 Proz. NaCl-Lésung (kalkfrei), teils in einer Kochsalzlésung vom 
gleichen Prozentgehalt wie die Fibrinogenlésung gelést. Alles Weitere kann 
aus den Tabellen entnommen werden. 

Wohlisch kommt in seiner oben erwaihnten Arbeit auch auf die 
Versuche von Herzfeld und Klinger) zuriick. Danach soll eine Fibri- 
nogenlésung gegen 1 proz. NaCl dialysierend nach 24 Stunden spontan 
gerinnen. Er weist mit Recht die von diesen Autoren dafiir angegebene 
Erklarung zuriick. Wohlisch fand dann fernerhin, daB eine derartige 
Fibrinogenlésung auch ohne AuBenflissigkeit bzw. mit dem gleichen 
Fibrinogen als solche in der Dialysierhiilse zur Flockung kommt. Den 
von Wohlisch daraus abgeleiteten theoretischen Folgerungen kénnen 
wir aber nicht folgen. Die Entriitselung ist nach unseren Versuchen 
weit einfacher. Die Autoren benutzten Dialysierhiilsen von Schleicher 
und Schiill. Diese Hiilsen enthalten betrdchiliche Mengen léslicher Kalk- 
und Eisensalze. Wir haben bei unseren zahlreichen Versuchen regel- 
mipig diesen Befund erheben kénnen. Gegen LZisensalze sind auch 
kalkstabile Fibrinogenlésungen sehr empfindlich. Wir haben deshalb 
diese Hiilsen immer vor dem Gebrauch mit verdiinnter Salzsiure 
so lange ausgewaschen, bis Eisen und Kalk nicht mehr nachweisbar 
waren. Die Hiilsen miissen auch bei mindestens zweitagigem Verweilen 
in derselben Waschfliissigkeit eine negative Reaktion zeigen. Danach 
wird bis zu denselben Bedingungen chlorfrei gewaschen. Nur derartig 
praiparierte Pergamenthiilsen sind fiir den Gebrauch zulissig. Die 
Praparation dauert etwa 14 Tage. 

Wir haben uns in zahlreichen Versuchen seit Jahren immer wieder 
iiberzeugen kénnen, daB eine stabile Fibrinogenlésung nach Hammarsten 
bei der Dialyse gegen Kochsalz niemals gerinnt. Ebensowenig wie die 
Herzfeld-Klingerschen Versuche kénnen wir die Angaben von Wohlisch 
bestatigen. Eine Fibrinogenlésung gegen eine Fibrinogenlésung der- 
selben Art dialysiert, flockt nicht aus, wenn man einwandsfreie Hiilsen 
benutzt und eine einwandsfreie Fibrinogenlésung. Eine solche liefert 
allerdings das Herzfeld-Klingersche Verfahren nicht, wie wir noch zeigen 


1) Diese Zeitschr. 31, 1915. 
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werden. Unsere diesbeziiglichen Versuche sind so zahlreich, daB wir 
diese Ergebnisse als ganz bestimmt bezeichnen kénnen. 

Die Angaben von Herzfeld-Klinger und von Wohlisch beruhen also 
auf einem ZJrrtum, auf dem Ubersehen des betriichtlichen Gehaltes an 
lislichen Kalk- und Eisensalzen der Schleicher-Schiillschen Dialysier- 
hiilsen. 

Es erhellt daraus, wie vorsichtig man bei Gerinnungsversuchen 
vorgehen muB. Die mit nicht prdparierten Schleicher-Schiillhiilsen 
gewonnenen Ergebnisse bediirten durchweg einer Revision. DaB iiber- 
haupt Dialysierversuche, besonders soweit sie am Plasma als Gerinnungs- 
substrat ausgefiihrt werden, auch abgesehen von den Hiilsenfehlern, 
nicht einwandfrei verwertbar sind, werden wir demnichst an Hand 
des Wohlischschen Magnesiumsulfatversuches nachweisen. Ein Beispiel 
fiir den EinfluB der Praparierung der Dialysierhiilsen auf die Spontan- 
gerinnung des Fibrinogens geben wir in Tabelle I wieder. Es ist daraus 
zu entnehmen, daB auch die Stabilitdt des Fibrinogens, auf die wir 
gleich zu sprechen kommen, eine groBe Bedeutung hat. Daraus erkliren 
sich die Differenzen zwischen dem Fibrinogen Hammarsten und dem 
Fibrinogen Herzfeld- Klinger. 

Tabelle I. 
Versuch vom 5. April 1924. 





Dialysierhiilsen ar a ae : 

Schleicher w. Schill Aufenflissigkeit Innenflissigkeit Ergebnis 
Nicht prapariert 0,9 proz. NaCl- Fibrinogen nach 3 Tagen v6l- 
Lésung, Ca-frei Hammarsten, lig klar u. fliissig 


wie Tabelle IV 
Nicht prapariert | 0,9 proz. NaCl- Fibrinogen Herz- nach 12 Stunden 
Lésung, Ca-frei feld-Klinger, vollig geronnen 
wie Tabelle IV 
Prapariert . . . | 0,9 proz. NaCl- Fibrinogen Herz- nach 3 Tagen vél- 


| Lésung, Ca-frei feid-Klinger lig klar u. fliissig 
Prapariert . . . Fibrinogen Herz- Fibrinogen Herz-| nach 2 Tagen in 
feld-Klinger feld-Klinger AuBenfliissigkeit 
vereinzelt Fléck- 
chen 
Prapariert . . . Fibrinogen | Fibrinogen nach 3 ‘Tagen 
Hammarsten | Hammarsten vollig fliissig 


Wohlisch weicht nun in seiner sogenannten Nachpriifung unserer 
Versuche dadurch von unserer Versuchsanordnung ab, daB er zur 
Darstellung des Fibrinogens die Methode von Herzfeld-Klinger wihlt. 
Eine zu Gerinnungsstudien gebrauchte Fibrinogenlésung mu8, um 
einwandsfreie Schliisse zu gestatten, unter allen Umstinden gegen 
Kalk stabil sein. Dieses Postulat erfiillt unserer langjihrigen Erfahrung 
nach fiir das Pferdefibrinogen keine Methode so gut wie die von 
Hammarsten angegebene. Wir fallen dabei drei- bis viermal um. Solche 
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Fibrinogenlésungen sind itiberaus stabil, das miissen wir entgegen- 
stehenden Angaben gegeniiber besonders betonen. Man mu nur, 
wie wir schon friiher betonten, einen optimalen Kochsalzgehalt zur 
Lésung benutzen, der EiweiBgehalt ist von geringerer Bedeutung. 
Man sollte tiberhaupt bei allen diesbeziiglichen Versuchen den NaCl- 
Gehalt der verwandten Fibrinogenlésung angeben, nur so lassen sich 
Vergleichsuntersuchungen durchfihren. Der Kochsalzgehalt bedingt 
wesentlich die Stabilitét. Eine derartige Hammarstensche Fibrinogen- 
lésung von optimalem Kochsalzgehalt muB nun so lange umgefillt 
werden, bis sie auf Kalkzusatz nicht mehr gerinnt. Solche Fibrinogen- 
lésungen sind unserer Erfahrung nach wochenlang stabil, sie zeigen 
nicht die geringste Flockung, sie gerinnen niemals bei der Dialyse 
gegen NaCl oder gegen die gleiche Fibrinogenlésung, sie gerinnen 
niemals auf Zusatz des Pekelharingschen Prothrombins aus Oxalat- 
plasma, sie gerinnen aber rasch mit Thrombin. Dasselbe leistet fir 
Rinderfibrinogen die Darstellungsmethode von Morawitz'). 

Ganz anders verhilt es sich nun aber mit dem von Wohlisch ver- 
wandten Fibrinogen (vom Rinde) nach der Methode von Herzfeld- 
Klinger zubereitet. 

Dieselbe flockt schon nach 4 Tagen spontan aus. Geringfiigige 
Verdiinnung mit Wasser oder 0,85 proz. NaCl-Lésung bringt sie spontan 
zur Gerinnung. In Tabellen II, III und IV finden sich derartige Ver- 
suche wiedergegeben. 


Tabelle Tl. Versuch | vom 37. Mire 1924. 





Fibrinogen ‘Vesdianung |. ‘Gorinnungaseit 
Nach Herzfeld-Klinger 2,9 proz. NaCl, 7,5 prom. EiweiB 
1 com ; +} teem Wasser | nach 24 Stunden Flockung, nach 
1 os -: °*ig 3 f: ‘| etwa 48 Stunden véllig geronnen 
1, ...  leem0,85proz.NaCl- nach 48 Stunden Flockung 


Lésung (Ca-frei) | 
1, ... 2cem0,85proz.NaCl- nach 24 Stunden Flockung, nach 


Lésung (Ca-frei) 48 Stunden gelatinés 
1, ...  8eem0,85proz.NaCl-| nach 24 Stunden Flockung, nach 
Lésung (Ca-frei) 48 Stunden Fibringeriist durch die 


ganze Fliissigkeit, so dai das 
Reagensglas vorsichtig umgedreht 
werden kann, ohne da® Fliissig- 
keit auslauft 


Nach Hammarsten 3,8 proz. NaCl, 7,5 prom. EiweiB 


leem . .. | leem Wasser 

1 ’? . . . - o° 

1 oy oe © 3 ry or rolli flii i 
cies. < leem) 0,85proz. NaCl. |; YON’ Mussa 
1 ” . a : Lésung 

1 sd ” ion (Ca- frei) 





Beobachtungsdauer 5 Tage. 
') Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 3. 
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Tabelle 111. 
Versuch vom 29. Marz 1924. 
Fibrinogen Verddanend Gerinnungszeit 
Nach Herzjeld-Klinger (wie Tabelle I1) 

l ecm lcem Wasser 
Si - “ nach 24 Stunden komplett geronnen 
ae 2S »» 

l 5, heen) 0,85 proz.NaCl-| nach 24 Stunden stark ausgeflockt 
: 7 | (Catne) | nach 24 Stunden komplett geronnen 
Nach Hammarsten (wie Tabelle II) 

l ecm leem Wasser 
1 ’° 2 %. ° 
Ls . voliig fliissi 
- lem) 0,85 proz. NaCl- g 8 
a 2.,, } Lésung | 
1 3” | (Ca-frei) | 

Beobachtungsdauer 5 Tage. 

Tabelle IV. 
Versuch vom 5. April 1924. 
Fibrinogen Zusatz Gerinnungszeit 


Lésung statt. 


Herzfeld-Klinger 2,45 proz. NaCl, 3,75 prom. EiweiB 
leem Wasser 


Sve in som 12 Stunden véllig geronnen 
3, 
ie | 0.85 p proz. NaCl- | 
a“ Lésung » 24 os is Se 
os (Ca-frei) 
1 Tropf.| 5proz.CaCl,- 
os Lésung | 12 
leem Prothrombin in - ce » ed 
0,85 proz. NaCl 
leem Thrombin | » 30 Minuten > = 


" Nach Hammarsten 3,48 proz. NaCl, 2,5 prom. Eiwei8 


leem Wasser 





2 s° ’* 
3 9° > 
p aS geen. Bact 
3" | emp nach 3 Tagen noch villig flissig 
1 Tropf.) 5proz.CaCl,- 
* Lésung 
leem Prothrombin in 


0,85 proz. NaCl 
leem Thrombin | 4, 50 Minuten vdéllig geronnen 


Wohlisch dialysiert nun in seinen Versuchen eine derartige Fibri- 
nogenlésung gegen 2 ccm wisseriger Thrombinlésung bzw. 2 ccm Aqua 
destillata als Kontrolle, oder die Dialyse findet gegen 0,85proz. NaCl- 


Dabei muB sich der Kochsalzgehalt der Fibrinogenlésung 
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durch die Membran hindurch ausgleichen, er mufi sinken. Das Fibrinogen 
enthalt auf Grund seiner Darstellung Kochsalz adsorbiert, der Koch- 
salzgehalt des gebrauchsfertigen Fibrinogens ist deshalb immer héher 
als der Prozentgehalt der zur Zubereitung benutzten Salzlésung. Bei 
der von Wéhlisch benutzten Versuchsanordnung muB es zu einer Herab- 
minderung des Kochsalzgehaltes der Fibrinogenlésung kommen. Das 
einfache Ansetzen einer unverdiinnten Fibrinogenlésung im Reagenz- 
glase als Kontrolle ist deshalb unzulassig und beweist nichts. Das wurde 
von Wohlisch tibersehen. Hiatte er eine entsprechende Verdiinnung 
analog den Dialyseversuchen angesetzt, so wiren die Kontrollen ebenso 
geronnen, weil das von ihm angewandte Herzfeld-Klingersche Fibrinogen 
so wenig stabil ist, daB es bei Verdiinnung seines NaCl-Gehaltes spontan 
gerinnt. 

Das ist aus den Tabellen II bis IV unserer Versuche deutlich zu 
entnehmen, ebenso zeigen diese, daB das von uns friither ausschlieBlich 
angewandte Fibrinogen Hammarsten unter diesen Bedingungen vdllig 
gelést bleibt. 

Aus den Tabellen II bis V ist aber fernerhin ersichtlich, daB das 
von Wohlisch benutzte Fibrinogen nach Herzfeld-Klinger sowohl auf 
Kalkzusatz!, als auch auf Zufiigen des Pekelharingschen Prothrombins! 
komplett gerinnt. Beim Fibrinogen Hammarsten ist das niemals der Fall, 
erst nach Aktivierung des Prothrombins durch Kalk tritt Gerinnung ein. 

Gewohnlich zeigt das Herzfeld-Klingersche Fibrinogen nach 
4 Tagen spontan teilweise Gerinnung, es bildet sich ein zihes, dem 
Boden ziemlich fest anhaftendes Fibringerinnsel. Die dariiber stehende 
klare Fliissigkeit zeigt trotzdem noch dieselbe Labilitat, sie gerinnt 
ebenfalls nach Verdiinnung und auf Kalkzusatz (Tabelle VI). 

Die Tabelle VII gibt unsere Dialyseversuche wieder. Sie bringen 
eine volle Bestitigung unserer friiheren Versuche, daB das Thrombin 
durch die semipermeable Membran hindurch das Fibrinogen zur Gerinnung 
bringt. Alles Weitere kann aus der Tabelle entnommen werden. 

Wir haben also den eindeutigen Nachweis erbracht, daB das von 
Wohlisch benutzte, nach der Methode von Herzfeld und Klinger dar- 
gestellte Fibrinogen fiir Gerinnungsversuche durchaus ungeeignet ist. 
Es gerinnt schon spontan durch einfache Verdiinnung. Die Nicht- 
beachtung dieser Tatsache, das Unterlassen entsprechender V erdiinnungs- 
kontrollen der Fibrinogenlésung, analog der Verdiinnung bei der Dialyse, 
bedingten die unrichtigen SchluBfolgerungen von Wohlisch. Die nach- 
gewiesene Gerinnung dieses Fibrinogens auf Kalkzusatz und durch 
alleiniges Zufiigen von Prothrombin lassen es als Gerinnungssubstrat 
zur Thrombinpriifung iiberhaupt unbrauchbar erscheinen. Da Wohlisch 
gerade im entscheidenden Punkte von unserer Versuchsanordnung 
abgewichen ist, miissen wir seine Untersuchungen als Nachpriifung 
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Tabelle V. 
Versuch vom 29. Marz 1924. 
Fibrinogen " Zesats ve Gerinnungsseit 
Nach Herzfeld-Klinger (wie Tabelle II) 
em i — oye wer a nach 12 Stunden véllig geronnen 
Nach Hammarsten (wie Tabelle II.) 
l cem 


fo Pere 


SOG.« 0% 


OE 8) ack 


loom ... 


Seam a 


ape apg see z, |} nach 3 Tagen noch vollig flissig 


Nach Herzfeld-Klinger 
leem Thrombin aus | nach 8 Minuten vdllig geronnen 
Kaninchenserum 
Nach Hammarsten 


leem Thrombin aus | nach 45 Minuten vdéllig geronnen 
Kaninchenserum 


Nach Herzfeld-Klinger 
leem Prothrombin a.| nach 24 Stunden vdllig geronnen 
hig ty pane 
in 0,85 proz. NaCl- 
Lésung (Ca-frei) 
Nach Hammarsten 
leem Prethrombin a.| nach 5 Tagen noch fliissig 
Pferdeoxalatplasma | 
in 0,85 proz. NaCl- 
Lésung (Ca-frei) 
Nach Herzfeld-Klinger 
leemProthrombin,wie| nach 30 Minuten véllig geronnen 
oben, aber mit 5proz. 
CaCl,-Lésg.aktiviert | 
Nach Hammarsten 


























loom .. leemProthrombin,wie| nach 5 Stunden vdéllig geronnen 

oben, aber mit 5proz. 

CaCl,-Lésg.aktiviert 

Tabelle VI. 
Versuch vom 7. April 1924. 
Fibrinogen : Zosatz 7 a Py Gerinnungszeit a 
Nach Herzjeld- Klinger (siehe Text) 

l com leem Wasser 
l ,, > - nach 12 Stunden véllig geronnen 
1 ’? 3 
; , ” » | 085 pros. Nacl- } . 2 a stark geflockt 
- 3 oh (Ca- frei) ra _ vollig geronnen 
a ss . | 1 Tropf.| 5 _ CaCl,- ae +» geflockt u. gelatinés 
bw H Bw mF dsung a be vollig geronnen 
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Tabelle Vil. Dialysierversuch mit Kollodiumhiilsen. 





oa ieeit | Innenflussigkeit 
5 proz. Thrombin mit 
- gleichem NaCl-Gehalt 
a wie Fibrincgen 
& 5 2 NaCl-Kontrolle 
= < 4 5 proz. Thrombin in 
5 = = 0,9 proz. NaCl-Lésung 
& Po NaCl-Kontrolle 
nn 
ee 
= Fibrinogen Herzfeld- 


Klinger 

5 proz. Thrombin mit 
gleichem NaCl-Gehalt 
wie Fibrinogen 
NaCl-Kontrolle 


5 proz. Thrombin in 
0,9 proz. NaCl-Lésung 


Fibrinogen 
Hammarsten, 
wie Tabelle II 


NaCl-Kontrolle 

Fibrinogen Hammarsten 

5 proz. Thrombin mit 
gleichem NaCl-Gehalt 
wie Fibrinogen 

NaCl-Kontrolle 

5 proz. Thrombin in 
0,9 proz. Na Cl-Lésung 


NaCl-Kontrolle 
Fibrinogen Herzfeld- 
Klinger 

5 proz. Thr.mbin mit 


Fibrinogen 
Herzfeld- Klinger 





— gleichem NaC1-Gehalt 
ae 
= > NaCl-Kontrolle 
Ets 5 proz. Thrombin in 
== hm 0,9 proz. NaCl-Lésung 
=| NaCl-Kontrolle 
> 5 proz. Thrombin mit 
» e = gleichem NaCl-Gehalt 
Hs 2 
£8 3 NaCl-Kontrolle 
Fa 2 ES 5 proz. Thrombin in 
= 5 & 0,9 proz. NaCl-Lésung 
- Es NaCl-Kontrolle 


—_—_— 


Ergebnis 


nach 24 Stunden vdllig geronnen, 
Thrombinmeniskus 1'/, cm in die 
Hohe gestiegen 

vollig klar und fliissig, Menisken 
gleich hoch stehend 

nach 24 Std. vollig geronnen, Innen- 
meniskus lem héher stehend 

vollig klar und fliissig, Menisken 
gleich hoch stehend 

villig fliissig, Menisken gleich hoch 
stehend 

nach 24 Std. véllig geronnen, Menis- 
kus innen 1 cm héher stehend 


vollig klar und fliissig, Menisken 
gleich hoch stehend 

nach 24 Stunden véllig geronnen, 
Meniskus innen etwa 1 cm héher 
stehend 

villig fliissig und klar, Menisken 
gleich . 

nach 24 Stunden véllig geronnen, 
Innenmeniskus etwa 1 em héher 
stehend 

vollig klar und fliissig 

nach 24 Stunden véllig geronnen, 
Innenmeniskus etwa 1 cm héher 
stehend 

leicht geflockt 

vollig klar 

auBen ganz vereinzelte Fléckchen 

nach 12 Stunden vdéllig geronnen, 
Innenmeniskus 1'/, em _ héher 
stehend 

vollig klar und fliissig 

nach 12 Stunden véllig geronnen, 
Innenmeniskus etwa 1 cm héher 
stehend 

leichte Flockung 

nach 24 Stunden vdéllig geronnen, 
Innenmeniskus etwa lcm héher 
stehend 

vollig klar und fliissig 

nach 24 Stunden vdllig geronnen, 
Innenmeniskus etwa 1 cm héher 
stehend 

vollig klar und fliissig 


Beobachtungsdauer 3 Tage. 


unserer eigenen ablehnen. 


Mit einem derartigen zu Gerinnungsstudien 


ungeeigneten Fibrinogen laéft sich alles beweisen. Es mu die For- 
derung erhoben werden, nur solche Fibrinogenlésungen zu Thrombin 
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studien zu verwenden, die gegen bestimmte Verdiinnungen und auf 
Kalkzufuhr stabil sind. Diesem Punkte haben wir in allen unseren 
Versuchen in strengster Weise Rechnung getragen. 

Fir die Ablehnung unseres experimentell gestiitzten Standpunktes 
von der Verschiedenheit von Serum- und Thrombinwirkung hat Wohlisch 
keinen Gegenbeweis erbracht. Wir halten an dieser Ansicht fest und 
werden demniachst weitere experimentelle Stitzpunkte dafir erbringen. 

Zusammenfassend miissen wir also sagen, daB unsere Ansicht 
von dem Wesen der Thrombinwirkung durch unsere neuen Versuche 
villig gestiitzt bleibt. Die von Wohlisch dagegen angefiihrten experi- 
mentellen Daten beruhen auf Versuchsfehlern. Sie sind vdllig ungeeignet, 
unsere unter allen Kautelen durchgefiihrten Untersuchungen zu ent- 
kraften. 











kc Oke me et mene ee 


























Zur Kenntnis der Spaltung der Leucinester 
durch Pankreasferment. 


Von 
P. Rona und P. E. Speidel. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1924.) 


I. 

O. Warburg verdanken wir die Beobachtung, da8B optisch-inaktiver 
Leucinathylester durch Pankreasferment asymmetrisch verseift wird '), 
wobei |-Leucin und unverianderter d-Leucinester entstehen. In einer 
spiteren Mitteilung tiber diesen Gegenstand glaubt Warburg annehmen 
zu kénnen, daB die beobachtete Spaltung auch nach Entfernung der 
Pankreaslipase stattfindet und demnach ,,dem proteolytischen Ferment“ 
zuzuschreiben ist®). Da der dem Leucinester entsprechende Isocapron- 
siureester nur durch Lipase, nicht durch das tryptische Ferment ge- 
spalten wird, so wiirde hier der theoretisch interessante Fall vorliegen, 
daB der Eintritt der NH,-Gruppe in die «-Stellung die Verbindung 
der Einwirkung des Vertreters einer anderen Hauptgruppe der Fermente 
zuginglich macht. Wirden beide Fermentarten, die lipolytische und 
die tryptische hier wirksam sein, so hatten wir wiederum einen Fall, 
bei dem eine gewissermaBen an der Grenze zwischen Fett und Eiweib- 
kérper stehende Verbindung beiden Fermentarten als Substrat dienen 
kann. Da wir durch die Willstdtterschen Reinigungsmethoden Fermente 
in ganz anderem Reinheitsgrade herstellen kénnen wie zur Zeit der 
Mitteilung der erwaihnten Arbeiten Warburgs, ferner auch genauere 
Methoden besitzen, die Anwesenheit eines Ferments nachzuweisen und 
seine Wirkung quantitativ festzustellen, so schien es uns lohnend, 
die Frage wieder experimentell zu prifen. 

Die Darstellung und Trennung der Fermente aus der Pankreasdriise 
vom Schwein erfolgte nach den Vorschriften von Wilistdtter*). Der Gehalt 


1) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 88, 187, 1905. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 48, 205, 1906. 
3) Vgl. Zeitschr. f. physiol. Chem. 125, 94, 133; 126, 194; 129, 5 
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der einzelnen Praparate an Lipase wurde mittels der Tropfmethode, der an 
proteolytischem Ferment durch Einwirkung auf Gelatine (3proz. Lésung 
gepuffert mit NH;-NH,Cl zu etwa py, 8,0, 36°, 3stiindige Wirkung) 
festgestellt. Die Lipasewirkung wurde nach Wéillstdtter und Fr. Memmen 
in Lipaseeinheiten'), die des Trypsins in den bei der Formoltitrierung 
verbrauchten Kubikzentimeter n/10 NaOH ausgedriickt. Der Lipasegehalt 
der Lipase-Elutionen EL der verschiedenen Priparate 1 bis 6, wie auch der 
Trypsingehalt der Trypsin-Elutionen TE (1 bis 6) ist bei den einzelnen 
Versuchen angegeben. 

Die Herstellung des Isocapronsduredthylesters erfolgte nach Lieben und 
Rossi*). 

Herstellung des Isocapronsdurepropylesters. 

5g Isocapronsdure in 10g konzentrierter H,SO, gelést, dazu Propy!- 
alkohol in Uberschu8 hinzugefiigt. Die Lésung erwiirmte sich bald. Zur 
Vervollstandigung der Veresterung wurde die etwas ritlich verfarbte 
Lésung 15 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht, dann lieB man erkalten 
und iatherte aus. Die Aatherische Lésung wurde erst mit alkalischem, 
dann mit reinem Wasser gewaschen, dann mit Chlorcaleium getrocknet. 
Das nach Abdampfen des Athers zuriickbleibende dickfliissige 6] wurde im 
Vakuum fraktioniert. Der Hauptanteil ging bei 33 mm bei 95 bis 96° iiber. 
Siedepunkt bei 750mm 176 bis 178°. Ausbeute 4 g. 


Il. Spaltungsversuche bei dem Athyl- und Propylester der Isocapronsiure. 


A. Versuche mit Athylester der Isocapronsdure. 

Versuch 1. Trypsinwirkung: 5cem LE, — 0,l4cem n/10 NaOH, 
5ecem TE, — 0,7 cem n/10 NaOH. Lipasegehalt: LE,: leem — 1,75 LE, 
TE,: leem — 0,25 LE. 

a) 3cem LE, mit 10 cem einer n/100 Estersuspension bei 36° behandelt 
und 

b) 3cem TE, mit 10cem einer n/100 Estersuspension und 

c) 3ceem ,,Ammonphosphat* mit 10 cem Estersuspension. 

Letzterer soll als Kontrollversuch gelten. 

Nach 24 Stunden wurden 5 ccm mit der Pipette entnommen und mit 
n/10 NaOH titriert. 

Bei a) wurden 0,32 cem n/10 NaOH verbraucht. 

» htcer OOM - Eerie.’ . 
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Versuch 2 unter denselben Bedingungen ergab folgende Werte fiir 
a) 0,85 ccm, fiir b) 0,40 ccm, fiir c) 0,10 cem n/10 NaOH. 


Versuch 3. Lipasegehalt: LE,: leem — 2 LE, TE,: 3cem — 0,5 LE. 
Trypsingehalt: TE,: 5eem — 4,8cemn/10 NaOH, LE,: 5cem — 1,65ceem 
n/10 NaOH. 

a) 3cem LE, + 10cem einer Estersuspension, welche in 100 cem 
Wasser 0,2338 g Ester suspendiert enthielt. 

b) 3cem TE, + 10 cem derselben Suspension. 

ce) 3cem ,,Ammonphosphat“ + 10 cem derselben Suspension. 

') Z. f. physiol. Chem. 129, 1, 1923. 

*) Ann. d. Chem. 165, 8, 1873. 
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Alle drei Lésungen wurden mit n NH, gegen Phenolphthalein gleich 
stark neutralisiert. 

Nach 17stiindigem Behandeln bei 36° wurde gefunden: fiir a) 0,64 cem, 
fiir b) 0,25 cem, fiir c) 0,01 cem n/10 NaOH. 


Versuch 4: 

a) 0,5 cem Athylester wurden in 50 ccm Wasser bei 36° mit 10 cem 
LE, 6 Stunden behandelt, 

b) 0,1 cem Ester in 10 cem Wasser mit 2cem TE, und 

c) 0,leem Ester in 10 com Wasser mit 2cem ,,Ammonphosphat* 
ebenfalls 6 Stunden behandelt. 


Alle drei Lésungen wurden mit n NH, bis schwach rosa gegen 
Phenolphthalein behandeilt. 

Nach 6 Stunden wurden aus Réhrchen a) 10 cem nach gutem Durch- 
schiitteln mit der Pipette entnommen und titriert; aus b) und c) wurden 
auch die entsprechenden Mengen titriert. Es wurden folgende Titrations- 
werte gefunden: fiir a) 1,25 cem, fiir b) 0,20 cem, fiir c) 0,10 cemn/10 NaOH. 


Versuch 5: 

a) 3cem LE, + 10cem einer Estersuspension, welche in 100 ccm 
0,2338 g Athylester enthalt. 

b) 3cem TE, + 10 ccm derselben Estersuspension. 

c) 3ccm abgetéteter Fermentlésung TE, + 10 ccm derselben Ester- 
suspension. 

d) 3 cem in einer verdiinnten LE,, die so viel LE enthielt wie 3 cem TE. 

Alle drei Lésungen wurden mit n N H, bis schwach rosa gegen Phenol- 
phthalein neutralisiert. 

Nach vierstinmdigem Aufbewahren bei 36° wurden folgende Werte 
gefunden: fiir a) 0,65 cem, fiir b) 0,25 cem, fiir c) 0,10 cem, fiir d) 0,10 cem 
n/10 NaOH. 


Versuch 6: 4 


a) 0,4cem Athylester wurden mit 12cem LE, gut durchgeschiittelt 
und mit n/10 NH, gegen Phenolphthalein neutralisiert, 

b) 0,lcem Ester mit 3cem TE, und 

c) 0,1 cem Ester mit 3 ccm abgetéteter TE, ebenso behandelt. 


Nach 1 stiindigem Aufbewahren bei 37° wurden die Lésungen titriert 
mit n/l0 NaOH; es wurde gefunden: fiir a) 0,80cem, fiir b) 0,05 cem 
n/10 NaOH, was fiir die angewandte Biirette gerade einen Tropfen aus- 
machte; c) 0cem n/10 NaOH. 


Versuch 7. Lipasegehalt: LE,: 1 cem — 1,75 bis 2LE, TE,: 4 cem 
— 0,76 LE. Trypsingehalt: LE,: 5cem — 1,05cem n/10 NaOH, TE,: 
5cem — 4,80 cem n/10 NaOH. 

a) 0,l cem Ester wurden mit 5 ccm LE, und mit 10 cem Wasser gut 
durchgeschiittelt und neutralisiert, 

b) 0,l cem Ester mit 5cem TE, und mit 10cem Wasser und 

c) 0,1 ccm Ester mit 5 com abgetéteter LE, mit 10 cem Wasser ebenso 
behandelt wie a). 


Nach zweistiindigem Aufbewahren bei 31° ergaben sich folgende Werte: 
fiir a) 0,55 cem, fiir b) 0,10 cem, fiir c) Ocem n/10 NaOH. 
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Aus den verschiedenen Versuchen geht klar hervor, daB der Athyl- 
ester der Isocapronséure nur von der Lipase gespalten wird, wenn auch 
sehr schwer. 


B. Versuche mit dem Propylester der Isocapronsdure. 

Versuch 1. Lipasegehalt: LE,: leem — 1,75 LE, TE,: 3cem — 0,75 
LE. Trypsingehalt: LE,: 5cem — 1,65cem n/10 NaOH, TE,: 5 cem 
— 1,95 cem n/10 NaOH. 

a) 0,1 cem Propylester wurde mit 10 cem Wasser und 2 ccm LE, gut 
durchgeschiittelt und mit n NH, gegen Phenolphthalein bis schwach rosa 
neutralisiert. Ebenso wurde: 

b) 0,l cem Ester mit 10 cem Wasser und 2cem TE, und 

c) 0,lcem Ester mit 10 cem Wasser und 2 cem abgetétetem TE, 
behandelt. 

Alle drei Lésungen wurden bei 36° 3 Stunden behandelt. Danach mit 
n/10 NaOH titriert: fiir a) 0,85 cem, fiir b) 0,25 ccm, fiir c) 0,20 cem n/10 
NaOH. 

Versuch 2. Lipasegehalt: derselbe. Trypsingehalt: LE,: 5 ccm 
— 1,65cem n/10 NaOH, TE,: 5eem — 4,80 cem n/10 NaOH. 

a) 0,4cem Propylester wurden mit 12 cem LE, gut durchgeschiittelt 
und mit n/10 NH, gegen Phenolphthalein bis schwach rosa neutralisiert. 

Ebenso wurden: 

b) 0,lcem Ester mit 3cem TE, und 

c) 0,lcem Ester mit 3 ccm abgetétetem LE, behandelt. 

Nach sechsstiindigem Aufbewahren bei 36° wurden folgende Werte 
gefunden: fiir a) 1,6ccm, fiir b) 0,05 ccm, fiir c) 0,01 cem n/10 NaOH. 

Versuch 3. Lipasegehalt: LE,: lcem — 2,25 LE, TE,: 3ecm — 0,75 LE. 
Trypsingehalt: LE,: 5cem — leem n/10 NaOH, TE,: 5cem — 2cem 
n/10 NaOH. 

a) 0,2cem Propylester wurden mit 4cem LE, gut durchgeschiittelt 
und mit n NH, gegen Phenolphthalein neutralisiert, 

b) 0,2cem Ester mit 10 ccm TE, ebenso behandelt und 

c) 0,2cem Ester mit 4 cem abgetéteter LE,. 

Nach zweistiindigem Aufbewahren bei 32° konnte man die Beobachtung 
machen, da8 der rosa Farbton in a) an Starke abnahm; nach 4 Stunden 
war a) farblos, b) und c) dagegen anderten nicht im geringsten den rosa 
Farbton. Nach sechsstiindiger Versuchsdauer wurde a) titriert, b) und c) 
waren noch immer rosa gefarbt. 

a) 0,30 cem, b) 0,02 cem, c) 0cem n/10 NaOH. 

Die Lésungen wurden weiter aufbewahrt und man konnte noch 6fter 
die Beobachtung machen, da8 in a) der rosa Farbton immer wieder ver- 


schwand, in b) und c) dagegen nicht. 
Nach viertagigem Stehen bei Zimmertemperatur war a) farblos, b) rosa, 


ce) rosa. Titrimetrisch wurde bei a) bis zum gleichen Farbton wie in b) 
und c) titriert, verbraucht: 0,65 ccm n/10 NaOH. 

Aus diesen drei Versuchen, besonders dem letzten, laBt sich leicht 
erkennen, daB auch der Propylester der Isocapronséure nur durch Lipase 
gespalten wird, wenn auch vielleicht noch schwerer als der Athylester. 
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Il. Die Einwirkung von Trypsin und Lipase auf Athyl- und Propylester 
des dl-Leucins'). 
A. Versuche mit Athylester des dl-Leucins. 

Versuch 1. Lipasegehalt: LE3,: 0,4cem — 2,25 LE, TE,: 3eem — 0,5 
LE. Trypsingehalt: LE3,: 5eem — 1,2cem n/10 NaOH, TE,: 5cem 
— 4,8cem n/10 NaOH. 

a) 0,3cem Athylester wurden mit 5cem LE3, und 0,5cem Puffer- 
lésung (n NH,;- und NH,C1-Puffer) von py = 8,9 gut durchgeschiittelt, 
b) 0,3cem Ester mit 5cem TE, und 0,5 ccm Pufferlésung und 

c) 0,lecem Ester mit 5cem ,,Ammonphosphat* und 0,5 ccm Puffer- 
lésung, als Kontrollversuch angesetzt. 

Alle drei Lésungen wurden unter éfterem Umschiitteln bei 36° auf- 
bewahrt. 

Nach dreistiindigem Behandeln konnte man die Beobachtung machen, 
daB in a) eine immer zunehmende voluminése Fillung eintrat. Nach 
6 Stunden wurde der Versuch unterbrochen. In a) war eine dicke Fallung, 
in b) und e) gar keine. Es wurden zu allen drei Lésungen je 3cem absoluten 
Alkohols und 3cem absoluten Athers hinzugefiigt und gut durchgeschiittelt. 
Darauf trat in b) auch eine geringe Fallung auf, die aber nicht gewogen 
werden konnte. In ¢c) trat nur eine geringe Triibung auf. Der getrocknete 
und gewogene Riickstand aus a) ergab 0,1062 g, was 55,2 Proz. ausmachte. 
Die salzsaure Lésung von 0,1062 g ergab polarimetrisch eine geringe Rechts- 
drehung, und zwar im l-dem-Rohr + 0,09°, 


Nach diesem Versuche kann man schlieBen, daB die Spaltung 
durch Lipase verursacht worden ist, da b), wo geringe Mengen von 
Lipase und bedeutende Mengen an Trypsin enthalten sind, keine 
wesentliche Spaltung zeigte. 

Versuch 2. Lipasegehalt: LE,;: 0,4cem — 1,75 LE, TE,: 3ccm 
—0,5LE. Trypsingehalt: 5cem TE, — 2,4cem n/10 NaOH, 5 ccm 
LE, — 2,l cem n/10 NaOH. 


a) 0,3 cem Athylester wurden mit 2 ccm LE, und 0,2 ccm Pufferlésung 
gut durchgeschiittelt und 6 Stunden bei 30° aufbewahrt. 

b) 0,3cem Ester mit 5cem TE, und 0,2cem Pufferlésung wurden 
ebenso behandelt und 

c) 0,3 cem Ester mit 3 ccm abgetitetem TE, und 0,3 ccm Pufferlésung. 

In a) trat schon wihrend des Versuchs, in b) erst auf Zusatz von Alkohol 
und Ather eine Fallung auf. Die Lésungen wurden wie beiVersuch 1 behandelt. 

Die getrockneten Mengen wurden géwogen: a) 0.0775 g, b) 0,0345 g; 
¢) zeigte nur eine Triibung auf Zusatz von Alkohol und Ather. Dies ergibt 
fiir a) 40,2 Proz. Spaltung, fiir b) 18 Proz. 


Auch dieser Versuch la8t mit Wahrscheinlichkeit schlieBen, daB 
die Spaltung in der Hauptsache durch Lipase bewerkstelligt wurde, 
da die TE, nur 18 Proz. gespalten hat, obgleich sie ja in 5 ccm eine 
mehr als doppelt so groBe Trypsinwirkung aufwies als die LE, in 2 ccm. 


1) Darstellung: ZF. Fischer, Ber. d. chem. Ges. 88, 2372; 34, 449. 
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B. Versuche mit dem Propylester des dl-Leucins. 

Versuch 1. Lipasegehalt: LE3,: lcem — 2,25 LE, TE,: 3 cem 
— 0,5 LE. Trypsingehalt: LE3.: 5cem — 3cemn/10 NaOH, TE,: 5cecm 
— 4cem n/10 NaOH. 

Dieser Versuch soll nur als Vorversuch gelten. Das durch die Spaltung 
entstandene Leucin wird vermittelst der Formolmethode hier titrimetrisch 
bestimmt: 

a) 0,2cem Propylester wurden mit 5cem LE3, und 10 cem Wasser 
gut durchgeschiittelt ohne Pufferzusatz, 

b) dieselbe Versuchsanordnung nur mit TE, statt LE3,, 

c) dieselbe Versuchsanordnung nur mit ,,Ammonphosphat*. 

Es wurden sofort nach Herstellung der Lésungen Aciditatsbestimmungen 
ausgefiihrt mit je 5cem der Lésungen. Nach 2% Stunden wurden ebensolche 
Bestimmungen ausgefiihrt. Dabei wurde gefunden: 

a) Anfangsaciditaét: 1,2cem n/10 NaOH, nach 2% Stunden: 3,0 cem 
n/l10NaOH. Aciditaétszunahme pro 5ccm der angesetzten Lésungen 
entsprechend: 1,8 cem n/10 NaOH. 

b) Anfangsaciditét: 1,6 cem n/10 NaOH, nach 2% Stunden: 2,45 cem 
n/10 NaOH, Zunahme: 0,85 ccm n/10 NaOH. 

c) Anfangsaciditaét: 1,35 cem n/10 NaOH, nach 2% Stunden: 2,15 cem 
n/10 NaOH, Zunahme pro 5cem: 0,70 cem n/10 NaOH. 


Schon dieser Vorversuch li Bt die Vermutung aufkommen, daB Lipase 
den Ester spaltet und nicht Trypsin. 


Versuch 2. 

a) 5cem LE3, wurden mit 0,5cem Propylester und 0,5cem N H,- 
NH,C1-Pufferlésung von py = 8,9 gut durchgeschiittelt und bei 36° auf- 
bewahrt. 

b) 5cem TE, mit 0,5 cem Propylester und 0,5 cem Pufferlésung und 

ce) leem ,,Ammonphosphat* + 0,1 cem Propylester + 0,1 cem Puffer- 
lésung angesetzt. Letzterer gilt als Kontrollversuch. 

Der Lipasegehalt der hier angewandten Elutionen war: 0,5 ccm LE3, 
enthalten 2,25 LE, 3ccem TE, enthalten 0,75 LE. 

Der Trypsingehalt war: 5ccem LE 3, bewirkten eine Zunahme ent- 
sprechend 1,2 cem n/l10 NaOH. 5ccm TE, bewirkten eine Zunahme ent- 
sprechend 4,8 ccm n/10 NaOH. 

Nach 3 Stunden bemerkte man in a) Ausscheidung von festen Be- 
standteilen. Nach 6 Stunden war in a) ein voluminéser Niederschlag ab- 
geschieden. Der Versuch wurde yinterbrochen und je mit 5 cem absoluten 
Alkohols und 5 ccm absoluten Athers in a) und b) gefallt. Zu c) wurde ent- 
sprechend weniger Alkohol und Ather zugesetzt; ¢) zeigte keine Fillung, 
auch keine Triibung. Der getrocknete Riickstand von a) und b) wurde 
gewogen. Es wurde gefunden fiir a) 0,1437 g, fiir b) 0,0152 g, entsprechend 
41 und 4,4 Proz. Die 0,1437 g wurden in 10 ccm 25proz. HCl aufgeldést 
und filtriert und Drehung bestimmt im 2-dem-Rchr + 0,24°. 


Aus diesem Versuche geht hervor, daB die Spaltung in a) wie 
in b) héchstwahrscheinlich auf die Lipasewirkung zuriickzufihren ist, 
da LE;, viermal weniger Trypsin enthalt als TE,. 
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Versuch 3. Lipasegehalt: LE, lcem — 1,5 LE, TE, 3 cem — 0,5 LE. 
Trypsingehalt: 5cem LE, — 1,05 cemn/10 NaOH, 5cem TE, — 3,75 cem 
n/10 NaOH. 

a) 0,4cem Ester mit 5cem LE, und 0,5 ccm Pufferlésung, 

b) 0,5cem Ester mit 5ceem TE, und 0,5 cem Pufferlésung und 

c) 0,lcem Ester mit 1 cem abgetétetem LE, + 0,1 com Pufferlésung 
angesetzt. 

Nach 3 Stunden voluminése Fillung in a) festgestellt. Nach 6 Stunden 
unterbrochen und so wie bei Versuch 2 behandelt. a) zeigte starke Fallung, 
b) eine Triibung, c) keine Triibung. Fiir a) 0,1637 g 47,3 Proz., b) 0,0340¢ 
9,8 Proz. — 0,1637 g in 10cem 25proz. HCl gelést gab eine Drehung im 
l-dem-Rohr + 0,12°. 


Auch hier ist die Spaltung der Lipasewirkung zuzuschreiben, 
da diese in a) neunmal stirker ist als in b) und da die Trypsinwirkung 
in a) mehr als dreimal geringer ist als in b). 


Versuch 4a. Lipasegehalt: LE,: 0,5cem — 1,75 LE, TE,: 3 cem 
0,56 LE. Typsingehalt: 10cem LE; — 2,lcem n/l0 NaOH, 10 ccm 

TE, — 2,4cem n/10 NaOH. 

a) 0,54 com Propylester + 10 cem LE, + 1 ecm Pufferlésung py = 8,9. 

b) 0,50 cem Propylester + 20 cem TE, + 2 cem Pufferlésung py = 8,9. 

c) 0,15 cem Propylester + 5 ccm abgetétetem LE, + 0,5 ccm Puffer- 
lésung, Py = 8,9. 

Nach 6 Stunden unterbrochen und wie oben behandelt. Der getrocknete 
und gewogene Niederschlag ergab: fiir a) 0,0972 g 28,1 Proz., b) 0,0340g 
9,8 Proz. 


Versuch 4b. Lipasegehalt: LE,;: lcem — 2LE, TE,: 3cem — 1 LE. 
Trypsingehalt: derselbe wie oben. 

a) 0,3 com Propylester + 5 cem LE, + 0,2 cem Pufferlésung, py = 8,9. 

b) 0,3 cem Propylester + 10 cem T E, + 0,4 com Pufferlésung, py = 8,9. 

c) 0,3cem Propylester + 5cem abgetéteten TE, + 0,2cem Puffer- 
lésung, Py = 8,9. 

Nach sechsstiindigem Behandeln bei 36° unterbrochen und mit gleichen 
Mengen Alkohol und Ather gefallt. Fiir a) gefunden: 0,0760g, fiir b) 
0,0354 g, fiir c) nicht wiigbar. Entspricht fiir a) 33 Proz., b) 12,2 Proz. 


Beide Versuche machen es wahrscheinlich, daB die Spaltungen 
in a) wie in b) auf Lipase zuriickzufiihren sind, da der Lipasegehalt 6: 1 
und der Trypsingehalt 1: 3 ist. 


Versuch 5. 

a) 0,15 cem Propylester wurden mit 5ccem LE» und 0,2 cem Puffer- 
lésung von py = 8,9 gut durchgeschiittelt und bei 36° aufbewahrt, 

b) 0,15 cem Ester mit 5cem TE, und mit 0,2 cem Pufferjésung und 

c) 0,15 cem Ester mit 5 cem abgetétetem LE, und mit 0,2 ccm Puffer- 
lésung angesetzt. 

Am gleichen Tage wurden Trypsinwertbestimmungen ausgefiibrt: 
LE6p: 10 ccm LE¢, wurden mit 5cem 3proz. Gelatine und Il ccm Puffer- 
lésung von py = 8,9 24% Stunden bei 36° aufbewahrt. 
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Anfangsaciditaét: 6,59 cem n/10 NaOH. 

Aciditét nach 2% Stunden: 6,60 ccm, Aciditétszunahme pro 5 cem 
0,01 cem n/10 NaOH, Aciditaétszunahme fiir die ganzen 10cem LE, 
0,03 com. 

TE, ebenso untersucht. 

Anfangsaciditat: 5,5 cem; nach 2% Stunden: 5,7 cem, Zunahme pro 
5 ccm: 0,2 cem; fiir die ganzen 10 ccm TE,: 0,6 cem. 

Kontrollversuch mit abgetétetem LEs, gab absolut keine Zunahme: 
0 cem. 

Lipasewertbestimmungen: LE6,: leem enthielt 1,75 LE. TE,: 3cem 
enthielten 1,5 LE. 

Nach fiinfstiindigem Stehen bei 36°, wobei éfters umgeschiittelt wurde, 
wurde der Versuch unterbrochen. Die Lésungen wurden mit den gleichen 
Mengen absoluten Alkohols und absoluten Athers versetzt. In a) trat eine 
dichte Fiallung, in b) eine miaBige, in c) eine geringe Triibung auf. Die 
Niederschlige wurden abgesaugt, gesammelt und getrocknet. Gewogen, 
ergaben sie fiir a) 0,0326 g, b) 0,0079 g. Daraus berechnet fiir a) 31,4 Proz., 
fiir b) 7,6 Proz. 

Dieser Versuch schafft die klarsten Verhiltnisse, da die Trypsin- 
wirkung der Lipase-Elution LE,, nach 2,5stiindiger Einwirkung so 
gut wie gar nicht vorhanden war, dagegen war eine deutliche Trypsin- 
wirkung der Trypsin-Elution TE, festzustellen. Andererseits war dic 
Lipasewirkung in L E,, mehr als dreimal so stark wie in TE,. Deshalb 
ist hier die Spaltung in a) wie in b) dem Lipasegehalt zuzuschreiben. 


Zusammenfassung. 


Die Athyl- und Propylester der Isocapronsiéure werden nur von 
Lipase (benutzt Pankreaslipase), wenn auch schwer, gespalten. 

Die Versuche sprechen dafiir, da8 auch der Athylester und der 
Propylester des d, l-Leucins von der Lipase, nicht durch das tryptische 
Ferment der Pankreasdriise gespalten werden. 


Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Japan-Stiftung 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft (Hoshi - Stiftung) 
ausgefiihrt. 











Beitrag zur Frage der Ionenverteilung im Blutserum. II. 


Von 


P. Rona, F. Haurowitz und H. Petow. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 22. Mai 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor kurzem haben wir eine Reihe von Versuchen mitgeteilt, die 
die Bindungsverhiltnisse der wichtigsten Ionen im Blutserum mittels 
der Kompensationsdialyse klaren sollen'). Bei diesen Versuchen hatten 
wir, um sicher zu sein, daB Gleichgewicht eingetreten war, lange Zeit, 
meist 24 Stunden lang dialysiert. Diese Versuchsanordnung leidet 
darunter, daB bei so langer Dialyse sich das Serum vielleicht verindert 
und daB dadurch die Resultate getriibt werden kénnen. Um diese 
Fehlerquelle méglichst auszuschalten, haben wir bei den im folgenden 
mitgeteilten Versuchen darauf verzichtet, bis zum Gleichgewicht 
zu dialysieren, sondern haben uns damit begniigt, die Richtung fest- 
zustellen, nach der die einzelnen Ionen wandern. Bei geeigneter Ver- 
suchsanordnung kann man die Dialyse bereits nach etwa einer halben 
Stunde unterbrechen und deutliche Konzentrationsinderungen finden. 


I. Die Methodik dieser kurzdauernden Kompensationsdialyse, 


wir méchten sie ,,Kompensations-Schnelldialyse“ nennen, gestaltet sich im 
einzelnen folgenderweise : 

Es wurden Dialysierhiilsen mit méglichst groBer rela- 
tiver Oberfliche und kleinen Fliissigkeitsmengen benutzt. 
Wir verwandten kleine selbstverfertigte Kollodiumhiilsen 
von 14mm Durchmesser und 5cm Linge; sie wurden in 
kurze Glasréhrchen mit rundem Boden etwa 20 mm innerer 
Weite gehiingt und mittels eines durchlécherten Korkens 
iiber das abgesprengte obere Ende einer Eprouvette gezogen. 
Die beiden oberen Korke (s. Abb. 1) schiitzten gegen Ver- 
dunstung, der unterste diente als einfaches Gestell. 

Vor der Fiillung wurden die Hiilsen innen mit der zu Abb. 1. 
untersuchenden Fliissigkeit (Serum), auBen mit der ver- 
wendeten AuBenfliissigkeit gespiilt. Nun wurden auBen 3,5ccm, innen 
4 ccm der entsprechenden Fliissigkeiten zugefiigt und die Hiilse so befestigt. 





Gti 











1) P. Rona und H. Petow, diese Zeitschr. 187, 357, 1923. Vgl. auch 
P. Rona, diese Zeitschr. 29, 501, 1910; P. Rona und D. Takahashi 31, 
336, 1911; P. Rona und P. Gyérgy 48, 278, 1913; 56, 416, 1913. 
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daB die Fliissigkeitsspiegel auBen und innen gleich hoch waren. Die 
AuBenfliissigkeit wurde, um Fliissigkeitsstr6mungen zu vermeiden, stets 
isotonisch gemacht (s. unten). Es wurde nun mit Kork verschlossen und 
darauf geachtet, daB die Hiilse der Glaswand nirgends direkt anliege. Nach 
einer halben Stunde wurden mit 1l-cem-Pipetten der AuBen- und Innen- 
fliissigkeit je zwei Proben entnommen und analysiert. Nach dieser Zeit 
war zwar keine vollstiindige Kompensation eingetreten; die Konzentrations- 
anderung im Sinne der Kompensation war jedoch derart weitgehend, da 
sie analytisch einwandfrei nachgewiesen werden konnte. 


Il. Priifung der Genauigkeit der Methode. 

Die Methode wurde zuerst an reinen Kochsalzlésungen gepriift. Die 
Konzentration der AuBen- und Innenfliissigkeit wurde sowohl vor als nach 
der Dialyse durch Titration mit n/10 AgNO, und Rhodanammon (aus 
Mikrobiiretten) ermittelt. Die zu untersuchenden Fliissigkeiten wurden 
durch Verdiinnen von | proz. Kochsalzlésung mit aquimolekularer Na N O,- 
Lisung bereitet. Die in der Tabelle I zusammengesteliten Versuche lassen 
erkennen, daB die Konzentrationsainderungen durch Kompensation schon nach 
einer halben Stunde deutlich nachweisbar waren, wenn die Konzentration 
des untersuchten Ions in der AuBen- und Innenfliissigkeit um mehr als 
etwa 5 Proz. differierte. 


Tabelle I. (Innen je 4,0cem Serum, auBen je 3,5 cem NaCl-Lésung.) 








eens 4 LBaieeinsigaete eres choy ~ 
vorher | nach 1), Std. vorher nach 1/, Std. i vorher nachher 
0,98 9,96 0,96 0,78 0,79 + 20 +17 
0,95 0,94 0,92 0,84 0,89 + 12 + 4 
0,90 0,89 0,90 0,84 0,85 + 7 + 5 
0,86 0,85 0,85 0,86 0,87 0 + 2 
O81 | 0,82 verl. | 087 | veri. — 7 verl. 
0,78 0,80 0,80 | 0,87 0,86 pee + 8 
0,84 | 0,85 = verl. 0,98 | 0,95 — 16 + 12 


Ill. Versuche. 

a) Chlor. Die gleichen Versuche wurden an frischem Rinderserum 
unternommen. Die Dialyse wurde etwa 2 Stunden nach dem Tode des Tieres 
angesetzt. Der Total-Cl-Gehalt wurde zu 0,365 Proz. bestimmt. Als AuBen- 
fliissigkeit wurde 0,85proz. Kochsalzlésung verwendet, die durch Zusatz 
aquimolekularer NaNO,-Lésung auf die verschiedenen Verdiinnungen 
gebracht wurde. Die Cl-Bestimmungen wurden wie oben durchgefiihrt. 
Als Innenfliissigkeit wurde das unverdiinnte Rinderserum genommen. 
dessen py zu 7,80 ermittelt wurde. 

Die Tabelle II zeigt, daB der Cl-Gehalt der AuBenflissigkeit ge- 
sunken ist, wenn er héher als 0,45 Proz. war, und daB er gestiegen ist, 
wenn er kleiner als 0,38 Proz. war. Bei einer Cl-Konzentration zwischen 
0,38 und 0,45 Proz. ist keine Anderung eingetreten, obwohl der Cl- 
Gehalt des Serums kleiner, namlich nur 0,365 Proz. war. Es sind also 
im Mittel 0,42 Proz.Cl in der AuBenfliissigkeit im Gleichgewicht mit 
0,365 Proz.Cl im Serum. Das gesamte Cl des Serums ist also dialysabel. 








d 
h 
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Tabelle 11. 


(Innen je 4,0cem Serum, auBen je 3,5 ccm Kompensationsfliissigkeit.) 





Konzentration der Aufenflissigkeit 


Proz. Cl Anderung 
vorher nach Dialyse os 
0,535 O47, O47, — 0,065 
0,50, 0,455 O45, — 0,055 
0,50, 0,45, 0,45, — 0,055 
0,50; 0,46, 0,48, — 0,03, 
0,45, 045, O45, — 0,00; 
0,43, 043, O,41,(?) 0,005 
0,42, 0.42, 0,42, 0,00, 
0,38, 0,38, 9,38, 0,00, 
0,36, 0,36, 0,37, + 0,01, 
0,35, | 0,36, ver. + 0,01, 
0,35, | 0,35, 0,36, + 0,01, 
0,345 0,36, 0,36, + 0,02, 


b) Versuche iiber die Diffusibilitat des Kaliums. Die Dialysiermethodik 
war hier die gleiche wie bei den Cl-Bestimmungen; als AuBenfliissigkeit 
wurde eine KCl-Lésung verwendet, die der 0,85proz. NaCl-Lésung aqui- 
Der K-Gehalt 
wurde in je 1 cem titrimetrisch nach Kramer und Tisdall') bestimmt. Dabei 
wurde festgestellt, daB das neuere direkte Verfahren dieser Autoren*) 
nur bei ganz frischem Serum richtige Werte gibt. Es wurde infolgedessen 
stets verascht. Der analytische Fehler wurde dadurch zwar wesentlich 
erhéht, doch gestattete die groBe Zah! der Analysen eindeutige SchluB- 


valent war und mit solcher entsprechend verdiinnt wurde. 


folgerungen. 


Tabelle III. (Innen 4,0cem Rinderserum (pq 7,8), auBen je 3,5 ccm 





Kompensationsfliissigkeit. ) 


Konzentration der Aufenflussigkeit Konz. der Innenfliissigkeit (Serum) 
vorber nachher vorher nachher re 
la 10,9 (6,8) 17,6 (11,0) 


b 120 (7,5) 15,5 148 (9,5) 
e 120 (7,5) 14,1 14,6 (9,0) 
d 133 (83) 16,1 16,8 (10,3) 


16,0 (10,0) nicht bestimmt 


b 19,7 (82) 192 (89) 
c 206 (96) 224 (104) 
d 248 (11,5) 25,1 24,6 (11,5) 


19,9 23,3 


(10,0) 


2a 12,1 (5,6) 164 146 (7.2) |) 
| nicht bestimmt 


3a 9,0 (4,4) 15,1 161 (7,6) ‘ 
b 12h (59) 166 176 (83) joa prety 
e 16,1 16,0 (7,8) 18,3 19,6 (9,2) | wm) | 


4a 62 6,2 (4,0)! 95 88 (5,8) | 15.0 164 11,8 12,8 (7,8) 
b 105 (6,7) 145 148 (9,4) ( 10,0) 15,8 15,0 (9,8) 
e 11,4 11,4 (7,3) 14,0 12,7 (8,6) ’ 11,5 14,3 (8,2) 


1) Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 


Bemerkungen 


Rinderserum 


Menschenserum 


Rinderserum 


Rinderserum 
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Die obigen Werte geben Milligramm Kalium pro 100 cem an. Setzt man 
— um bessere Vergleichswerte zu bekommen — den Kaliumgehalt des 
untersuchten Serums im Mittel gleich 10,0, so resultieren die in Klammern () 
angegebenen Werte. 

Aus diesen geht hervor, da8 innerhalb der Grenzen des analytischen 
Fehlers (etwa +5 Proz.) das gesamte Kalium als dialysabel angesehen 
werden muB. Der Kaliumgehalt der AuBenflissigkeit ist in allen 
Fallen gestiegen, solange er kleiner war als der des Serums. 


c) Natrium. Dialysieranordnung wie oben angegeben. Das Natrium 
wurde nach der von Bdlint und Petow ausgearbeiteten Modifikation des 
Verfahrens von Kramer und Tisdall bestimmt. Da diese Methode binnen 
kurzem als Dissertation von Bdlint veréffentlicht werden wird, sei sie hier 
nur kurz skizziert'). 

Das Na wird als Natriumpyrostibiat gefallt. Als Reagens dient eine 
Lésung von 20g K,H,Sb,0,(6 H,O) in siedendem Wasser, dem 30 ccm 
doppelt normaler Kalilauge zugesetzt wird. Die Reaktion wird in spitzen 
Zentrifugierglisern aus griinem Jenenser Glase vorgenommen, die, ehe man 
sie in Gebrauch nimmt, dadurch vorbereitet werden, da8 man die Reaktion 
drei- bis viermal in ihnen anstellt. Solche Glaser kann man etwa 50- bis 
100mal benutzen, ehe sie derart vom Reagens angegriffen sind, daB sie 
falsche Werte geben. 

leem einer NaCl-Lésung von etwa 0,05 Normalitét werden mit 5 ecm 
Reagens auf einmal versetzt und gut durchgeriihrt, bis reichlich feinkérniger 
Niederschleg entsteht. Dann l48t man 2 cem 80proz. Alkohol sehr langsam 
tropfenweise unter dauerndem Umriihren zuflieBen. Nach etwa 1 Stunde 
wird abzentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit abgehcben und der Nieder- 
schlag dreimal mit je 2cem 50proz. Alkohol ausgewaschen, wobei der 
Niederschlag mit einem diinnen Jenenser Glasstab aufgewirbelt wird. 
Nach der letzten Waschung wird die Waschfliissigkeit entfernt, der Nieder- 
schlag in konzentrierter, Cl,-freier Salzsiure gelést, mit 2ccem 2proz. 
Jodkaliumlésung versetzt und das freigemachte Jod mit Thiosulfatlésung 
titriert. Bei genauer Beriicksichtigung der Vorschrift gibt die Methode 
Resultate, deren Fehler unter 1 Proz. liegen. 

Bei den Versuchen diente als AuBenfliissigkeit 0,85 proz. NaCl-Lésung. 
die mit aquimolarer KCl-Lésung verdiinnt wurde. 


Tabelle IV. 


(Innen je 4,0 eem Rinderserum (py 7,8), auBen je 3,5 com Kompensations- 
fliissigkeit. ) 





AuBenfliissigkeit Proz. Na 
vorher ‘nachher af vorher nachher 


Innenflissigkeit Proz. Na 
- - Bemerkungen 


0,271 (8,7) | 0,296 (9,5) | 0321 Doppelbesti 
0,268 86) O31 (98) 0,324 (10,0) nicht bestimmt — SEPRinderserum= 


0,312 (9,3) 0,318 (9,5) 0,336 0,318 (9,5) 
0,308 (9,2) 0,319 (9,5) | 0,320? (10,0) 0,315 (94) | Dasselbe 
0,334 


1) Inzwischen hat H. Miiller dasselbe Prinzip beschrieben. Helv. Chim. 
Acta 6, 1152, 1923. 








? 


Ionenverteilung im Blutserum. II. 397 


Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die relativen Na-Konzentrationen, 
wenn der Na-Gehalt des Serums gleich 10 gesetzt wird. 

Die Tabelle 1V zeigt, daB der Na-Gehalt in der AuBenfliissigkeit 
anstieg, solange er kleiner war als der des Serums. Mindestens 96 Proz. 
des Na im Serum sind bei der Reaktion von py = 7,8 diffusibel. 

In den folgenden Versuchen ist die Na-Konzentration der AuBen- 
fliissigkeit teils gréBer, teils kleiner als die des Serums gewahlt, um auf diese 
Weise diejenige Konzentration interpolieren zu kénnen, bei der sich der 
Na-Gehalt nicht andert. Um mehr Analysenmaterial zu haben, sind hier 
innen je 5 ccm Serum, auBen je 10 ccm Fliissigkeit benutzt worden. py des 
Serums in allen Fallen zwischen 7,6 und 7,8. 


Tabelle V. Na-Konzentration in Grammprozenten. 





Innen AuBen 
vorher nacbher % vorher nachher 
la 0,307 0,329 0,356 0341 
b 0,307 0,308 0,321 0,315 
c 0,307 0.289 0,285 0,293 
2a 0,309 0,332 0,356 0,339 
b 0,309 0314 0,321 0,318 
c 0,309 0,295 0,285 0,296 
3a 0,302 0.328 0,356 0341 
b 0,302 _ 0,321 0,321 
c 0,302 — 0,285 0,290 
da 0,304 — 0,356 0,344 
b 0,304 — 0,321 0,317 
c 0,304 —_ 0,285 0,289 


Es zeigt sich, daB, solange die Na-Konzentration der AuBen- 
fliissigkeit gréBer als 0,320 Proz. ist, Na von auBen nach innen wandert, 
daB es aber umgekehrt bei kleineren Konzentrationen als 0,320 Proz. 
von innen nach auBen geht. Bei einer wenig kleineren Konzentration 
als 0,320 Proz. scheint die AuBenfliissigkeit mit dem Serum im Gleich- 
gewicht zu stehen, trotzdem auch hier im Serum deutlich weniger Na 
vorhanden ist als im Dialysat. Das gesamte Na des Serums scheint 
dialysabel zu sein. 

Einige Versuche iiber die Verhiltnisse beim Calcium mégen hier an- 
gefiigt werden. 

Tabelle VI. Ca in Milligrammprozenten. 





Innen Aufen 
vorher aechher - wdher “| nechher 
10,3 12,7 10.5 9.0 
10,3 ; 10.0 70 7,2 
10,3 8.8 5,25 6.1 
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Wie man sieht, befinden sich hier — in Ubereinstimmung mit fritheren 
Befunden — etwa 10,0 mg-Proz. Ca innen (Serum) mit 7,0 mg-Proz. Ca 
auBen in Gleichgewicht. 

Zusammenfassung. 

Es wird mittels Reihen von ,,Kompensations-Schnelldialyse“ jene 
Konzentration einer bestimmten Ionenart in isotonischer Lésung auf- 
gesucht, bei der keine Konzentrationsinderung erfolgt. Hierbei ergibt 
sich, daB bei leicht alkalischer Reaktion (py, 7,8) sowohl Cl als auch 
K und Na — im Gegensatz zu Ca — im Serum vollkommen diffusibe! 
sind. Bei allen diesen Ionen liegt das Minimum der Konzentrations- 
ainderung bei einer Konzentration der AuBenfliissigkeit, die etwas 
gréBer ist als die des Serums; offenbar deshalb, weil ein Teil des ab- 
gemessenen Serumvolumens aus EiweiBkérpern und deren Wasser- 
hille besteht. 





